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Résume :

Le but de cette ¢tude est d’évaluer I’impact de la pulvérisation sur la litiere d’un bio-
activateur qui est I’association d’un asséchant de litiere et d’un symbiotique (probiotique +
prébiotique) « Enzyveba » sur les performances zootechniques et de production des poulets,
sur les paramétres d’ambiance du batiment, le développement des Eschéchia coli et des
salmonelles au niveau du foie, la détermination de la sensibilité des souches E. coli vis-a-vis
de 11 molécules d’antibiotiques et la recherche des souches BLSE, son impact également sur
la charge de la flore bactérienne digestive en coliformes totaux, fécaux et en Eschérichia coli,
et enfin sur la qualité sanitaire et hygiénique de la viande en dénombrant la flore aérobie
mésophile totale. Durant 63 jours, 3080 poussins sont repartis en 2 lots (1540 poussins par
lot), un lot témoin élevé sur une litiere simple et un lot expérimental élevé sur une litiére
pulvérisée par ce bio-activateur.

Dans nos conditions expérimentales, 1’utilisation de ce bio-activateur n’a pas augmenté
significativement la croissance des poulets (moyennes des poids) dans le lot expérimental a
Jos et a Jgs (p> 0.05). 11 n’a également pas eu d’effet significatif sur le gain de poids, ’ingéré
alimentaire, les indices de consommation et de conversion et ceci durant toutes les périodes
d’élevage (p= 0,361/ 0,201/ 0,211 et 0,423 respectivement), il n’a également pas eu d’effet
significatif sur la réduction du taux de mortalité durant la phase de démarrage et de
croissance. En revanche, nous avons enregistré une augmentation significative dans
I’amélioration de la moyenne du poids vif et ceci a Js3 (p= 0,043< 0.05 avec une augmentation
de 16,84%), et a permis de réduite significativement le taux de mortalité durant la période de
finition (p= 0,004< 0,05) et ceci par une réduction de considérable qui est de 46,15%, ainsi
que pour le cumulé des mortalités (p= 0,034< 0,05) avec une réduction cumulée de 14,16%.
De nettes améliorations ont été enregistrées a 1’égard des paramétres d’ambiance (réduction
du taux d’ammoniac dans le batiment, asséchement de la liticre ...).

Aucune différence significative n’a été enregistrée entre les deux lots concernant
antibiorésistances des souches Eschérichia coli isolées lors de notre étude (P< 0,05). Il n’a
également pas réduit la flore intestinale en coliformes totaux et fécaux et en E. coli dénombré
au niveau des fientes. Par contre, il a nettement réduit la flore aérobie mésophile totale
(de35,5 %) dénombrée au niveau de la viande qui était de ce fait de meilleure qualité sanitaire
et hygiénique dans le lot expérimental.

Nos résultats révelent un certain impact de 1’utilisation de ce bio-activateur sur certains
paramétres, mais cela doit étre appuyé par des études ultérieures afin d’élucider au mieux ses
effets ainsi que les mécanismes d’action mis en jeu.

Mots clés :

Bio-activateur, asséchant de litiere, symbiotique, probiotique, prébiotique, performances
zootechniques, Eschérichia coli, salmonelles, antibiorésistances, coliformes totaux et fécaux,
flore aérobie mésophile totale.



Abstract

The aim of this study is to evaluate the impact of the spraying on the litter of a bio-
activator which is the association of a litter dryer and a symbiotic (probiotic + prebiotic)
"Enzyveba" on the zootechnical performances and production of chickens, on the
environmental parameters of the building, the development of Escherichia coli and
salmonella in the liver, the determination of the sensitivity of E. coli strains to 11 molecules
of antibiotics and the search for ESBL strains, its impact also on the load of digestive bacterial
flora in total coliforms, fecal and Escherichia coli, and finally on the sanitary and hygienic
quality of the meat by counting the aerobic total mesophilic flora. During 63 days, 3080
chicks are divided into 2 batches (1540 chicks per batch), a high control group on a single
litter and an experimental batch raised on a litter sprayed by this bioactivator.

In our experimental conditions, the use of this bioactivator did not significantly increase
chicken growth (average weight) in the experimental batch at D25 and D45 (p> 0.05). It also
had no significant effect on weight gain, food intake, consumption and conversion indices
during all rearing periods (p = 0.361 / 0.201 / 0.211 and 0.423 respectively). it also had no
significant effect on reducing the mortality rate during the start-up and growth phase. On the
other hand, we recorded a significant increase in the improvement of the average live weight
and this at J63 (p = 0.043 <0.05 with an increase of 16.84%), and allowed to significantly
reduce the mortality rate during the finishing period (p = 0.004 <0.05) and this by a
considerable reduction of 46.15%, as well as for the cumulative mortality (p = 0.034 <0.05)
with a cumulative reduction of 14 , 16%. Significant improvements have been recorded with
regard to environmental parameters (reduction of the ammonia content in the building, drying
of the litter ...).

No significant differences were found between the two antimicrobial resistance batches of
the Escherichia coli strains isolated in our study (P <0.05). It also did not reduce intestinal
flora in total and faecal coliforms and in E. coli counted at droppings. On the other hand, it
significantly reduced the total mesophilic aerobic flora (35.5%) counted at the meat level,
which was therefore of better sanitary and hygienic quality in the experimental batch.

Our results reveal a certain impact of the use of this bio-activator on certain parameters,
but this must be supported by subsequent studies in order to better elucidate its effects as well
as the mechanisms of action involved.

Keywords :

Bio-activator, litter drying, symbiotic, probiotic, prebiotic, zootechnical performance,
Escherichia coli, salmonella, antimicrobial resistance, total and faecal coliforms, aerobic total
mesophilic flora.
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Symboles et abréviations

°C : Degré Celsius

> : Supérieur

< Inferieur

% : Pourcentage

°: Degré

TCI : Tempeératures Critiques Inferieures
TCS : Températures Critiques Supérieures
CO;: Dioxyde du carbone

NHj: Ammoniac

H>S : Sulfure d’hydrogeéne

CO : Monoxyde de carbone

H : Heure

Kg : Kilogramme

m : Métre

S : Seconde

pH : potentiel hydrogeéne

PCR : Polymerase Chain Reaction
ppm : Partie par million

PV : Poids Vif

UFC : Unité Formant Colonies

g : Gramme

ADN : Acide Désoxyribo Nucleique
Ig : Immunoglobuline

AG : Acide Gras

AGV : Acide Gras Volatile



AFC : Antibiotique Facteur de croissance
PLP : Protéines Liant la Pénicilline
D-ala-D-ala : D- alanyl-D-analine

PG : Peptidoglycane

ARN : Acide Ribo Nucleique

ATB : Antibiotique

T : Témoin

Exp : Expérimental

L : Litre

J :Jour

cm : Centimetre

SA : Sac Aérien

E. coli : Eschérichia coli

VP : Réaction de VVoges-Proskauer

TDA : Tryptophane Désaminase

HIDAO : Hygiéne et inspection des denrées alimentaires d’origine animale
BN : Bouillon nutritif

SFB : Sélénite F Broth

TSI : Triple Sugar Iron

EPT : Eau Peptonnée tamponnée

AMC : Amoxicilline/ Acide clavulanique
AMP : Ampicilline

LE : Enrofloxacine

GEN : Gentamicine

K : Néomycine

CTX : Céfotaxime

COT : Triméthoprime-sulfaméthoxazole



TE : Tétracyclines

NA : Acide nalidixique

CL : Colistine

F : Nitrofurantoine

C : Chloramphénicol

BLSE : Béta lactamase a spectre élargi
ONPG : Ortho-Nitro-Phényl Galactoside
ml : Millilitre

TDA : Tryptophane Désaminase

FAMT : Flore aérobie mésophile totale
CT : Coliformes totaux

CF : Coliformes fécaux

VRBL : Milieu lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre)
TBX : Triptone Bile Glucuronide

PCA : Plate Count Agar

DM : Dilution mére

TSE : Triptone Sel Eau
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Introduction

’aviculture nationale a connu au cours des vingt-cinq dernieres années un essor
considérable grace a son industrialisation. Néanmoins, cette derniere soumet les
poulets a des conditions contraignantes en termes de conditions d’élevage, de densité,
de microbisme et d’alimentation particuliére, obligeant les producteurs a avoir recours a
I’emploi d’additifs alimentaires pour assurer une bonne productivité et un état sanitaire

optimal.

Dans cette optique, 1’usage de substances médicamenteuses, comme les antibiotiques, était
effectué, dés les années cinquante, a des doses infra thérapeutiques, dans l'alimentation des
animaux en tant que promoteurs de croissance (GOURNIER-CHATEAU, 1994).

Cette utilisation d’antibiotiques avait pour but de garder les élevages avicoles en excellent
état en inhibant au mieux toute infection possible malgré les conditions auxquelles les poulets
¢taient confrontés. Et cela en négligeant les conséquences qu’auraient causées ces promoteurs

de croissance.

Toutefois, face au risque potentiel d’antibiorésistance, la législation au niveau de la

Commission Européenne a interdit totalement leur utilisation comme facteur de croissance.

Car la conséquence de cette utilisation abusive des antibiotiques est I’apparition puis
I’augmentation de souches bactériennes résistantes aux antibiotiques, qui est apparue a partir
de 1960. La mise en place, en 1970, d’une réglementation européenne concernant I’'usage des
additifs en alimentation animale, a conduit a une réduction progressive des molécules

d’antibiotiques utilisables en tant qu'additifs en alimentation animale.

En Algérie, une decision ministérielle n° 472 DU 24 Décembre 2006, portant sur
I’utilisation des additifs dans I’alimentation animale a €galement interdit 1’utilisation des

antibiotiques comme facteurs de croissance.

Donc, le premier objectif qui vise en 1’amélioration des productions animales, des
performances zootechniques et par ce fait du rendement économique est d'optimiser
I'efficacité des productions qui n’est possible que lorsque 1’état de santé et le bien étre des
poulets est optimal, ceci représente les priorités fondamentales de toute technique d’¢levage.
Mais cela ne se réaliserait pas par I’incorporation des molécules d’antibiotiques comme
facteurs de croissance car ils représentent un énorme risque pour I’élevage avicole en

augmentant le nombre des souches antibiorésistantes d’une part, et qui représenteraient
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également un risque majeur pour la santé publique en consommant une viande incorporée

d’une quantité importante d’antibiotiques.

Cet état de santé optimal et le bien étre des poulets ne seraient réalisés que lorsque ces
derniers se retrouveraient face a des conditions d’¢élevage et d’ambiance améliorées, correctes

et compatibles aux normes exigées.

De ce fait, des voies alternatives de recherche a cette utilisation d’antibiotiques ont été
explorées, en I’occurrence, celle de I’amélioration des conditions d’ambiance et d’¢élevage qui
permettrait I’amélioration « naturelle » de 1’état de santé et du bienétre des poulets sans pour

autant avoir recours aux antibiotiques.

Dans la présente étude, nous visons a améliorer cet état de santé par I’amélioration des
conditions d’élevage, et ceci en utilisant un bio-activateur pulvérisé réguliérement sur la
litire des poulets expérimentaux et qui a pour but d’assécher la litiére. Ce bio-activateur est
une association d’un symbiotique (probiotique et prébiotique) et d’un produit qui asseéche la

litiére.

Les bactéries fermentescibles et productrices d’ammoniac sont présentes au niveau des
litiéres, et stimulées pour leur prolifération par des litieres humides. Ce bio-activateur testé
dans notre essai, en asséchant la litiere, contribuerait a 1’inhibition de la prolifération de ces
bactéries fermentescibles et responsables de la production d’ammoniac, qui est un gaz toxique
et tres irritant pour les voies respiratoires de la volaille. Et qui engendre par conséquent, une
immunodépression marquée qui peut étre a 1’origine d’énormes problemes surtout d’ordre
respiratoire, et de la diminution des toutes les productions dont le risque majeur serait des
pertes économiques qui sont liées a la diminution des performances zootechniques des
animaux (gain de poids faible et indice de consommation éleve...etc) et a la baisse de leur état

général de santé (désordres intestinaux, diarrhées, infections, maladies).

Cette amélioration exercerait une action bénéfique sur la santé de 1’animal et de I’homme.
Leur finalité chez I’animal, serait de renforcer les performances zootechniques, de croissance
et d’assurer une prévention des différents troubles, sans pour autant augmenter la fréquence
des antibiorésistances chez les différentes souches bactériennes, d’ou I’apparition des échecs

theérapeutiques.

En Algérie, trés peu d’études ont été réalisees dans ce sens. Le but recherché de notre essai

est essenticllement de montrer ’intérét zootechnique de 1’usage de ce bio-activateur en
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améliorant les conditions d’élevage surtout en diminuant le taux d’ammoniac dans le batiment
d’élevage, mais aussi de connaitre son impact sur la flore intestinale (vu qu’il contient
¢galement un symbiotique), sur 1’éventuelle amélioration de la qualité sanitaire et hygiénique
de la viande, sur le développement des Eschérichia coli et des Salmonelles au niveau du foie

et de déterminer la sensibilité de ces souches vis-a-vis de 11 molécules d’antibiotiques.

Ce présent mémoire comporte, en premiére partie, une revue bibliographique articulée en
quatre chapitres. Le premier fait le point des facteurs maitrisant la qualité de 1I’environnement
et les normes d’ambiance dans un élevage avicole de poulets de chair, le second porte sur les
caractéristiques et les roles de la microflore digestive du poulet de chair. Le troisiéme, porte a
son tour sur les antibiotiques et leurs différentes alternatives ainsi que les antibiorésistances,

tandis que le dernier chapitre porte sur les symbiotiques et leurs caractéristiques.

La deuxieme partie du mémoire est consacrée a I’étude expérimentale portant sur 1’effet de
la pulvérisation du bio-activateur « Enzyveba » utilisé dans notre étude sur les performances
zootechniques, la flore des coliformes et des E. coli, le dénombrement de la flore aérobie
mésophile totale de la viande, recherche des E. coli et des Salmonelles dans le foie et leurs
fréquences d’antibiorésistances. La méthodologie et le protocole utilisés dans notre essai
seront d’abord, globalement décrits puis les résultats seront présentés et discutés. Dans la
conclusion générale, nous ferons le point des idées acquises au cours de cette étude, quelques

recommandations ont été émises et d’éventuelles perspectives ont été proposées.
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CHAPITRE I : Facteurs maitrisant la qualité de I’environnement et les normes
d’ambiance dans un élevage avicole de poulets de chair

l. Introduction

Autours des dernieres années, il a été constaté que parallelement aux progres réalises dans
la section de I'alimentation et de la prévention clinique de la santé des volailles, les efforts
doivent étre portés également sur le perfectionnement des conditions d'élevage et
I'amélioration du milieu ou vivent les volailles pour une rentabilité maximale (FERRAH.,
2004).

La qualit¢ de I’ambiance d’un batiment avicole repose sur plusieurs variables, qui ont
chacune un impact sur I’état de santé des animaux et sur leurs performances zootechniques
(Guérin J.L et al., 2011).

La réussite d’un ¢levage dépend essentiellement des capacités de 1’éleveur a maintenir a
son meilleur niveau le confort physiologique de la volaille via la maitrise des conditions
d’ambiance en 1’occurrence la température ambiante, la ventilation, ’hygrométrie, les gaz
toxiques, la qualité de la litiere, la charge microbienne et les poussieres. Ces parameétres sont
autant de facteurs qui appréhendent 1’environnement bioclimatique des oiseaux et s’ils ne sont
pas controlés convenablement et gérés de fagon rationnelle, ils contribueront a 1’inconfort
physiologique des volailles et par conséquent agiront négativement sur 1’état de santé et les
performances zootechniques des animaux, ce qui défavorise la rentabilité des différentes

productions et donc met en jeu I’économie de 1’élevage (Fellah Trade., 2008).

. Température
C’est un des principaux facteurs d'ambiance a prendre en considération.

Les poulets appartiennent au groupe d’animaux homéothermes c’est a dire capables de
maintenir une température interne constante de leur corps (41°C pour les adultes et 38°C pour
les poussins). Ceci est vrai dans les limites dites zones de neutralité thermique (zones
de températures corporelles pour lesquelles une variation de la température ambiante
n’entraine pas de changement de production de chaleur par I’oiseau : chaleur due a I’ingestion
et a I'utilisation des aliments ainsi qu’a ’activité physique). Les températures de confort
thermique diminuent avec 1’age (15 a 25 °C chez I’adulte et 28 a 38°C chez le poussin)
(Fellah Trade., 2008 ; Ouvrage Aviculture 3 conditions d’ambiance et d’habitat).
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Toutefois, les jeunes oiseaux sont sensibles et plus exigeants, car ils ont plus de difficultés
a assurer leur thermorégulation. Le poussin de 1 jour a une plage de confort thermique tres
étroite ; de 31 a 33°C. Cette zone de neutralité thermique est définie par les températures
critiques inferieures (TCI) et supérieures (TCS) : en dessous de la TCI ou au-dessus de la
TCS, les oiseaux devront mettre en ceuvre des mecanismes physiologiques pour maintenir leur
température interne. Au fur et a mesure de leur croissance, les températures critiques vont
baisser et la plage de neutralité thermique va s’élargir. Il faut toujours éviter les écarts de
température de plus de 5 °C sur 24 heures (Guérin J.L et al., 2011 ; Fellah Trade., 2008).

Donc tout inconfort thermique peut avoir des répercussions sur 1’équilibre physiologique
de I’animal, son état de santé et ses performances zootechniques (Fellah Trade., 2008). C’est
pour cela que la température doit étre contrélée freqguemment, au moins 2 fois par jour durant

les 5 premiers jours et quotidiennement a 1’avenir (Broeierij David., 2010).
11.1. Effets des variations thermiques et réactions des poulets
11.1.1. Effets des températures élevées

Au fur et a mesure que la température ambiante augmente sans pour autant qu’elle ne
dépasse les capacités d’adaptation de 1’animal (T<30°C), celui-Ci se trouve soumis a un stress
thermique modéré entrainant des réactions d’ordre comportementales et physiologiques.
Lorsque la température augmente brutalement dépassant ainsi les capacités d’adaptation de
I’animal (T>30°C), on assiste alors a de vrais coups de chaleur (stress thermique aigu) qui se
manifeste par des phénomeénes de prostration causant ainsi d’importantes mortalités (Fellah
Trade., 2008).

11.1.2. Effets des basses températures

Les basses températures n'ont pas d'effets aussi importants que les températures élevées, ce
n'est qu'en dessous de 7 °C qu’on constate que le rendement alimentaire s’affecte chez les
poulets, avec une augmentation de l'indice de consommation, mais les vraies difficultés
apparaissent en dessous de 0 °C. Mais de telles températures se rencontrent rarement en
Algérie, et la conception des ateliers est telle que la température a I'intérieur du batiment ne
descend pratiquement jamais & ces niveaux (Ouvrage Aviculture 3 conditions d’ambiance et
d’habitat).
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Figure 1 : Effet de la température émise par la source de chaleur sur la distribution des

poussins dans ’aire de vie (Fellah Trade., 2008)
11.2. Normes de la température
Les normes de chauffage d’ambiance présentées dans le tableau 1 doivent étre respectées :

Tableau 1 : Evolution des normes de chauffage en production de poulets de chair a 1’aide de

chauffage d’ambiance (éleveuse) (Guérin J.L et al., 2011)

Age (jours) Température sous I’éleveuse (°C) Température ambiante (°C)
0-3 38 31-33
4-7 35 30-32
8-14 32 28-30
15-21 29 26-28
22-28 29 23-26
29-35 29 20-23
>36 29 18-20

1. Humidité relative

L’humidité relative de 1’air, qui traduit la capacité de ce dernier de se charger plus ou
moins en vapeur d’eau, est également un facteur important qui influence essentiellement le
développement des agents pathogenes et I’état de la litiere. En revanche, I’humidité n’a pas
d’action directe sur le comportement du poulet, mais peut causer indirectement des troubles. I

est nécessaire de controler quotidiennement le niveau d’humidité relative du batiment, car si
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elle baisse au-dessous de 55% 1’atmosphére devient seche et cela conduit a 1’obtention d’une
litiére poussiéreuse, irritant les voies respiratoires et disséminant les infections microbiennes.
A I’inverse, une atmospheére suturée (humidité élevée) rend le poulet plus fragile surtout si
la température est basse, en formant des croltes sur le sol et en augmentant les risques de
microbisme et de parasitisme. L humidité relative optimale pour 1’élevage du poulet se situe
entre 55 & 75%. Au-dela, les risques pathologiques peuvent apparaitre (maladies respiratoires,
coccidiose...) (Fellah Trade., 2008).

Afin d’éviter tout cela, de nouveaux dispositifs d’échangeurs d’air permettent de réaliser
des économies d’énergie et de réduire significativement I’humidité dans les batiments (Guérin
J.Letal., 2011).

111.1. Normes de ’humidité relative

Idéalement, tout poulailler affichera un taux humidité se situant entre 55 et 75% en

respectant les variations suivantes : (Ghislaine Roch et al.,2013).

Tableau 2 : Evolution des normes d’hygrométrie en production de poulets de chair (Amadou

Ousmane Traore., 1995)

Age (jours) Taux d’hygrométrie (%)
0-2 55-60
3-9 60-65
10-15 55-60
16-18 60-75
>19 60-70

IV. Ventilation

En plus d’une température correcte, la ventilation est un point important a respecter car
elle distribue la température dans tout le batiment et assure une bonne qualité de ’air surtout
pendant la phase de démarrage en raison de la sensibilité accrue des poussins aux problémes

de qualité d’air par rapport aux animaux agés (Ghislaine Roch et al.,2013).
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IV.1. Types de ventilation
IV.1.1. Ventilation statique

Fonctionne grace au différentiel de température entre I’air entrant et I’air intérieur, en
pratiquant des entrées d’air par des trappes latérales (fenétres) et extraction par un lanterneau
en faitage qui doit rester ouvert en permanence pour assurer un bon échappement d’air vicié
(livre). Lorsqu’il fait chaud, les fenétres sont ouvertes pour permettre I’entrée de I’air, et
lorsqu’il fait froid, celles-ci sont fermées pour restreindre le flux de I’air (Broeierij David.,

2010 ; Alain Delebecq et al., 2009).

Les entrées d'air ne doivent pas étre placées au niveau du sol, il doit circuler au-dessus de
la zone de vie des animaux sinon cela entrainera des risques trop importants de courants d‘air
froids directs sur les animaux auxquels ils sont trés sensibles (Ouvrage Aviculture

3conditions d’ambiance et d’habitat ; Amadou Ousmane Traore., 1995).
IVV.1.2. Ventilation dynamique

Fonctionne grace a des extracteurs 1’air qui font sortir I’air a I’extérieur, généralement
situés latéralement ou en pignon, voire au faitage du batiment. La ventilation de ces batiments
est régulée de manicre de plus en plus fine, a I’aide de boitiers de régulation commandés qui
integrent les consignes de températures et de besoins de ventilation en fonction du poids vif,
évolutives au cours de la vie d’un lot de volailles (Guérin J.L et al., 2011 ; Broeierij David.,
2010).

C’est le type de ventilation le plus utilisé pour contrdler I’environnement ; car il fournit des

conditions plus uniformes a tout le batiment (Broeierij David., 2010).
IVV.2. Roles de la ventilation

Les problemes de chaleur, d'humidité et de composition de lI'atmosphérique se trouvent
dans la réalité trés intimement lies. L’aération et le renouvellement de l'air qu'assurent les
differentes techniques de ventilation constituent les facteurs les plus importants de maitrise

des conditions d'ambiance, car elle permet :

- d’assurer une bonne oxygénation des sujets en fournissant de I’air frais,
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d’évacuer I’air vicié chargé de gaz nocifs produits par les animaux, la fermentation de
la litiére et les appareils de chauffages, tels que CO,, NH3, H.S, CO...

- d’éliminer les poussicres et les microbes en suspension dans 1’air,

- derégler le niveau des apports et des pertes de chaleur dans le batiment.

- de gérer I’ambiance du batiment, en luttant contre les exceés de chaleur et d’humidité,
par un balayage homogéne et parfaitement contrélé de la zone de vie des volailles
(Fellah Trade., 2008).

IVV.3. Conséquences d’une mauvaise ventilation
IV.3.1. La surventilation :

Elle engendre plusieurs problémes notamment ceux résultant des courants d’air dus a la
surventilation, ceci génére d’importants problémes respiratoires et donc de croissance (Alain

Delebecq et al., 2009).
1VV.3.2. La sous-ventilation

Elle entraine a son tour une accumulation de poussiére dans I’air ambiant qui sera chargé
par les différents gaz nocifs notamment par un taux élevé en ammoniac, cela se manifestera
par une irritation des voies respiratoires et des yeux qui les prédispose aux diverses

pathologies (Alain Delebecq et al., 2009).
1V.4. Normes de la ventilation et des mouvements d’air

En effet, toute ventilation d’un batiment d’élevage de volaille doit obéir a trois reégles

fondamentales :

- un débit de renouvellement d’air précis (1,5 m%h/kg de poids vif).
- une bonne diffusion de I’air neuf.
- le respect des consignes (de température, d’humidité...) grace a une bonne régulation,

(Fellah Trade., 2008 ; Ouvrage Aviculture 3.conditions d’ambiance et d’habitat).

La vitesse de 1’air souhaitable au niveau du sol dépend de la température ambiante, ainsi
que de 1’age des animaux ; elle doit étre comprise entre 0,1 et 0,3 m/s (Guérin J.L et al.,
2011).
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V. Densité:

La densite qui définit le nombre de sujets par unité de surface est un parametre important
que I’aviculteur doit contrdler durant les différentes phases d’élevage, car elle influe sur le
bien-étre, les performances, 1’uniformité du cheptel et surtout sur le succés de la production
et la qualité du poulet de chair (Broeierij David., 2010 ; Fellah Trade., 2008).

Cependant, des chargements excessifs des batiments rendent plus difficiles I’entretien et la
bonne conservation de la litiére, car une densité accrue favorise la production d’ammoniac en
privilégiant ’activité des micro-organismes uricolithiques d’une part, et peut conduire a des
problémes locomoteurs, des griffures, des brhlures, diminution de 1’homogénéité¢ et

I’augmentation du taux de mortalités d’autre part (Siloam., 2011).
V.1. Normes de la densité

Tableau 3 : Evolution des normes de la densité en production de poulets de chair (Guérin J.L
etal., 2011)

Densité (Poulets/m2)

Démarrage (Jo-Jis) 50
Croissance (J15-Jss) 15-20
Finition (J45-J58) 10

VI. Laluminosité

La lumiére a pour réle de stimuler les jeunes poulets a bien boire, bien manger, bien se
chauffer et bien se répartir, donc a réussir un bon démarrage. Les normes d’intensité

lumineuse sont :

«De 1415 jours : 35 Watt / m? pendant 24 heures.

* De 3 & 4 semaines: 1 & 2 Watt/ m? allant de 10 & 14 heures.
« De 5 semaines et plus : 0.3 Watt / m? pendant 24 heures.

VII. Lalitiére

10
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La qualité de la litiere est un autre aspect crucial de la gestion de I'environnement. La
litiere de volaille est destinée a accueillir les poussins depuis le premier jour jusqu’au départ
des poulets pour [’abattoir. Ses propriétés doivent donc lui permettre d’assurer un
conditionnement approprié¢ pour I’élevage et évoluant correctement au fils de sa croissance.
La litiere recueille, entre autres, les fientes des oiseaux, et se transforme en conséquence
difféeremment en fonction de I’espéce qui est élevée. Elle contient également de nombreux
organismes micro- et macroscopiques dont le cycle biologique peut étre largement tributaire
de la facon dont elle est gérée. De nombreux facteurs peuvent conditionner la qualité de la
litiere au cours de 1’¢levage, il en est ainsi de la conception du batiment, des pratiques
d’¢élevage, de la pathologie notamment digestive affectant les poulets ou encore de leur
alimentation. D’autre part, on peut distinguer au sein du méme poulailler des zones de la
litiere de qualités variables en fonction de leur localisation par rapport aux lignes

d’abreuvement ou des chaines d’alimentation en particulier (Kelleher et al., 2002).
VII.1. Réles de la litiere

- L’isolation : la litiére contribue a 1’obtention et au maintien d’une température
ambiante adaptée en assurant une isolation contre les températures froides du sol. Sa capacité
isolante dépend de son épaisseur et de sa nature. La litiére isole thermiquement les animaux
du sol, en minimisant les pertes par conduction principalement a partir des pattes et
éventuellement du bréchet, tant que celui-ci n’est pas complétement emplumé ou lorsque ces
parties anatomiques sont souillées ou lésées (ITAVI., 1997a)
- Confort des animaux : la litiére contribue au confort des animaux et limite 1’apparition
de lésions (ampoules) au niveau du bréchet. Ces lésions peuvent survenir lorsque les animaux
restent au contact d’un sol trop dur, croGté et trop froid (ITAVI., 1997a ; Bernhart et Fasina.,
2009 ; Liechty et al., 2009)

- Permet d’absorber ’humidité des déjections et de 1’eau.

- Contribue a diluer les excréments, et réduit de ce fait le contact des poulets avec leurs

excréments (Olsson et Keeling, 2005).
VIIL.2. Qualités d’une bonne litiére

Pour qu’une litiere puisse assurer toutes ses fonctions fondamentales, il faut qu’elle

dispose de certaines caractéristiques :

11
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- Une température correcte de la litiere est fondamentale pour la santé du poussin, pour
ses performances et pour la qualité finale de la carcasse.

- Elle doit étre séche avec un taux d’humidité ne dépassant pas les 20 a 25 %.

- Son pH ne doit pas étre faiblement basique (7.8 — 8.8) car c’est le pH idéal pour les
fermentations ammoniacales.

- Elle doit étre épaisse (minimum cing centimétres), tassée et réguliére.

- Elle doit étre saine (sans moisissure), propre lors de son installation dans le batiment et
doit subir un entretien minutieux régulier.

- 1l est également recommandé que la litiére soit absorbante, souple et constituée d’un
matériau volumineux et non poussiéreux (exemple paille hachée et copeaux de bois). (Alain
Delebecq et al., 2009).

A contrario, une mauvaise litiére sera :

- Humide : cet état favorisera les dégagements d’ammoniac et détériorera le confort des
animaux.

- Grasse : lors d’entérites séveres, certaines protéines plasmatiques (collagene,
fibrinogéne) sont excrétées en quantités importantes dans la litiére, lui conférant ainsi cet «
aspect gras ». Cet état de la litiere peut provenir également de 1’excrétion de matiéres grasses
non digérées.

- Cro0tée : le phénomeéne de crodtage est susceptible de se développer dans les zones ou
il y a des pertes d’eau sous les abreuvoirs notamment. Un stress thermique froid peut
¢galement induire des diarrhées responsables de la formation d’une crofite.

- Poussiéreuse : les poussiéres en suspension constituent des supports trés efficaces de
dissémination de différents microorganismes pathogenes notamment a tropisme respiratoire,
(ITAVI., 1997a et 2009).

VI11.3. Evaluation de la litiére

Un test simple proposé par Jacquet (2007) pour évaluer ’humidité de la litiere consiste a
saisir une poignée de litiere et a la comprimer, elle devrait adhérer Iégérement a la main et se
disperser lorsqu'elle est jetée sur le sol. S'il y’a trop d'humidité, elle restera compacte quand
elle est jetée au sol. Si elle est trop séche, elle ne collera pas a la main quand vous la serrerez
(Siloam., 2011).

12
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VI11.4. Causes d’une mauvaise litiére

En effet, la qualité de la litiere est le témoin des conditions d’élevage et de santé des

poulets. Les causes de mauvaise litiére sont souvent :

- Haute densité de population : I’excés de population augmente les pressions ambiantes
sur les poulets en humidifiant la litiére.

- Mauvaise ventilation ou mauvais circuit d’air et humidité élevée.

- Matériel de la litiere de mauvaise qualité ou épaisseur insuffisante.

- Litiere non absorbante, trop tassée.

- Sol humide ou froid.

- Mauvaise qualité de I’eau, microbisme.

- Matériel d’abreuvement non réglé ou mal répartie (Fellah Trade., 2008 ; Broeierij
David., 2010).

VI11.5. Conséquences d’une mauvaise litiére

Les conséquences d’une mauvaise litiére sont résumées dans le schéma suivant (ITAVI.,

1997a) :

Liti¢res sales, dures, croftées

v

Pattes sales et croltées

.

Fissuration des coussinets plamaires

— ~—

& Ry
Pénétration des agents infectieux DifTicultés 4 la marche
// \
K <
Arthrite-Dermatite Animaux couchés, inactifs
\ (baisse des consommations)
\ /
4 4
présence de défauts sur les carcasses Diminution de la croissance et des

(saisies a 1'abattoir) performances

BAISSE DE LA RENTABILITE

13



Chapitre |

VI11.6. Gestion de la litiere

La liticre demande un entretien soigneux de la part de I’éleveur afin d’assurer un

fonctionnement correct, pour cela il lui faut :

- Une ventilation et un chauffage suffisant pour la maintenir seche, en particulier en fin
de lot.

- Utilisation de produits limitant la production d’ammoniac (superphosphate par
exemple).

- Enlévement des croites autour du matériel d’¢levage et notamment des abreuvoirs.

- Rajout régulier, si nécessaire car une bonne litiére doit étre souple et séche (ITAVI.,
1997a).

VI11.7. Biocénose de la litiére

Les déjections des poulets s’accumulent graduellement dans les litiéres, et constituent une
masse importante de matieres organiques facilement fermentescibles dans les conditions
convenable, de I’humidité, de la chaleur et du pH. Les fermentations aérobiques et
anaérobiques s’accentuent lorsque la température de la couche supérieure de la litiére atteint
20 - 22°C. A partir de 35°C apparait un effet stérilisant et une décroissance de la production
de ’ammoniac. De la méme fagon, la dégradation des matieres azotées est favorisée par une
humidité relative de I’air dépassant 70 %. Les litieres peuvent également participer au cycle
de nombreux organismes pathogénes pour les animaux ou pour I’Homme en constituant un
vrai risque pour la santé publique. De fagon générale, la population microbienne des litiéres
de volaille est composée de moisissures, d’algues et de bactéries hétérotrophes aérobies
(bactéries acidophiles, actinomycetes et bactéries aérobies pouvant sporuler), nous nous

focaliserons dans notre étude sur les bactéries (Gupta et al., 2004).
VI11.7.1. Population bactérienne générale

Les litieres hébergent une treés grande diversité bactérienne, laquelle varie selon I’espece de
volaille élevée et le type de substrat utilisé. Le développement de la PCR a permis de détecter
et d’identifier de nombreuses bactéries non mises en évidence par les techniques classiques de

mise en culture.

Selon Lu et al (2003) qui ont étudié la composition bactérienne de la litiére du poulet de

chair, les bactéries Gram positives constituent plus de 80 % de la communauté de la litiére par
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rapport aux Enterobacteriaceae qui représentent moins de 2 % de cette biocénose (Nandi et
al., 2004).

Les principaux représentants les 80 % des gram positives contenues dans la litiére sont
Lactobacilli et Salinococcus spp, mais d’autres souches pourraient également étre impliquées
comme : Globicatella sulfidofaciens, Corynebacterium ammoniagenes, Corynebacterium
urealyticum, Clostridium aminovalericum, Arthrobacter spp., et Denitrobacter permanens.
Quant aux Enterobacteriaceae qui constituent un infime taux de cette biocénose, elles sont

représentées principalement par Enterococcus sp.

Comme suscité, il existe néanmoins des variations de la composition de la flore
bactérienne en fonction des types de productions de volaille. Ceci a été démontré par Omeira
et al. (2006) qui ont comparé les propriétés microbiologiques de la litiere générée par les
poules pondeuses et les poulets de chair. Leur étude qui a consisté en une numération des
bactéries totales, des coliformes totaux, des espéces de staphylocoques, de Salmonella et de
Clostridium perfringens, a démontré que la litiere des poules pondeuses présentait un

comptage bactérien total plus faible que celle des poulets de chair.
VI11.7.2. Bactéries pathogenes pour I’homme

Les poulets de chair sont souvent des porteurs de germes pouvant étre transmis a I’Homme
en compromettant de ce fait la santé publique, tels que Salmonella, dont certains sérotypes
(Typhimurium ou Enteritidis) sont responsables de toxi-infections alimentaires majeures chez
I’Homme, dans lesquelles les produits de viande de volaille sont fréquemment incriminés.
Afin d’éviter efficacement la contamination des produits d’origine animale par Salmonella,
des mesures drastiques de contrdle doivent étre mises en ceuvre au niveau des élevages pour

réduire la prévalence du portage.

Rose et al. (1999) ont essayé d’identifier les facteurs de risque relatifs a la contamination
par Salmonella des bandes de poulets de chair industriels en France a la fin de la période
d’¢levage au moyen d’écouvillons de litiere et d’échantillons de poussiere analysés avec des
méthodes bactériologiques classiques. En effet, 70 % avaient au moins un échantillon
environnemental contaminé et étaient classées comme « bandes contaminées par Salmonella
». Les facteurs de risque identifiés comme significatifs étaient la contamination initiale du
poulailler avant introduction des animaux et le portage de Salmonella sur les poussins d’un

jour. Le risque de contamination d’une bande augmentait lorsque les camions d’aliments se
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garaient a proximité de I’entrée du vestiaire et lorsque I’aliment démarrage se présentait sous

forme de farines, plutot que sous forme de miettes.

Refrégier-Petton et al. (2001) ont tenté d’identifier les facteurs de risque associé cette fois
a la contamination de bandes de poulets de chair francais par un autre microorganisme
important en terme de santé publique, a savoir Campylobacter. Moins de la moitié des bandes
(42,7 %) etaient positives pour Campylobacter spp. Le risque de contamination de la bande de
poulets par ce microorganisme augmentait dans les poulaillers fonctionnant en ventilation
statique, dans les elevages comptant au moins 3 batiments, en été/automne et lorsque 1’eau de

boisson des poulets était acidifiée.
VI1.7.3. Antibiorésistance

On estime un taux considérable d’élevages de volaille qui utilisent les antibiotiques dans
I’alimentation (Graham et al., 2009b). Leur utilisation dans la production industrielle de
poulet de chair se traduit par la sélection de bactéries antibiorésistantes dans les fientes de ces

poulets.

Controler la dispersion des bactéries multirésistantes est illusoire si on ignore 1’histoire
naturelle des genes de résistance, des éléments mobiles qui les portent (les intégrons), et des
hotes bactériens qui les contiennent. Pour cela, Nandi et al. (2004) ont quantifié les genes
d’antibiorésistance et les éléments mobiles (intégrons) dans la litiere de poulailler d’élevages
industriels de volaille en utilisant des techniques de cultures classiques et de génétique
moléculaire. Contrairement a ce qui était attendu, le réservoir majeur des intégrons de classe 1
dans la litiere de volaille n’est pas constitué par leurs hotes précédemment identifiés, les
Entérobacteriaceae Gram négatives, comme Escherichia coli, mais ils abondent en effet dans
différentes populations de bactéries Gram positives qui constituent plus de 80 % de la
communauté de la litiere par rapport aux Enterobacteriaceae représentant moins de 2 % de

cette population.
VIII. Emissions gazeuses toxiques

Les principaux contaminants de I’air du batiment sont des gaz toxiquesa Savoir :
I’ammoniac (NH3), le sulfure d’hydrogéne (H,S), le dioxyde du carbone (CO,), et I’excés de

vapeur d’eau. Lorsque leur niveau est assez élevé, ils affectent le tractus respiratoire des
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poulets, et diminuent par conséquent leurs performances en général (Ghislaine Roch et al.,
2013).

Des processus aérobies ou des fermentations dans la litiere pendant 1’¢levage des poulets,
sont a I’origine de 1’émission de ces gaz en quantité importante (notamment I’ammoniac, pour
les processus aérobies). Ces fermentations sont dues principalement a un mauvais état de la
litiere, un entassement des déjections, des conditions non respectées de la température et de
I’humidité de la litiére et a une mauvaise ventilation, tous ces facteurs influencent la

composition de I’atmosphere des poulaillers.

La composition de I'air ambiant en oxygene, gaz carbonique et ammoniac est donc a

surveiller (Ouvrage Aviculture 3*™ conditions d’ambiance et d’habitat).
VII1.1. Teneur en oxygene

L’oxygeéne est indispensable pour la vie des animaux, permettant les réalisations du
métabolisme. Sa teneur dans I'atmosphere doit étre supérieure a 20 % (Ouvrage Aviculture

3™ conditions d’ambiance et d’habitat).

VI11.2. Teneur en gaz carbonique

Le gaz carbonique étant un déchet de la respiration, sa teneur maximale adoptée est de 0,3

%. A partir de taux supérieurs a 0.5 %, il devient toxique (Ouvrage Aviculture 3°™ conditions

d’ambiance et d’habitat).
VI11.3. Teneur en ammoniac

L’ammoniac est produit dans la litiere a partir des urates sous 1’action des bactéries
uricolytiques. Ces bactéries se multiplient d’autant plus que la litiere est humide, chaude et
que son pH est élevé. L’humidité de la litiere (une hygrométrie de la litiere de plus de 30%
favorise les fermentations ammoniacales) est a mettre en relation avec la densité des animaux,
le manque de renouvellement d’air et de vitesse d’air, le manque de chauffage, le gaspillage
du systéeme d’abreuvement et éventuellement la condensation sur des parois froides mal
isolées qui ruisselle ensuite sur la litiere. L’augmentation du pH (un pH entre 7.8 et 8.8
favorise les fermentations ammoniacales) est en relation avec 1’augmentation de la quantité
d’azote dans la litiere. Les fermentations aérobies de surface sont productrices d’ammoniac,
alors que les fermentations anaérobies plus profondes de la litiere produisent du méthane, du

dioxyde de carbone et de dioxyde de soufre. De ce fait, toute activité de grattage des volailles
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qui aére la litiere, peut quand les autres conditions sont réunies, favoriser la production
d’ammoniac (Guérin J.L et al., 2011).

L’ammoniac augmente la production du mucus trachéal, paralyse son activité ciliaire
vibratoire voire & une action cytotoxique. De nombreuses études effectuées ont prouveé la mise
en cause de ce gaz dans I’étiologie des maladies respiratoires soit : comme étant un agent
étiologique primaire ou comme un facteur prédisposant a une maladie respiratoire en
favorisant I’invasion de [I’appareil respiratoire par différents agents pathogénes,
particulierement des virus, des mycoplasmes ou des bactéries. De ce fait, il augmente la
sensibilité des volailles aux pathogenes respiratoires et le premier signe clinique visible est
une conjonctivite (Guérin J.L et al., 2011). Le poids des poulets diminue également pour ceux
qui sont soumis a des concentrations d’ammoniac de 50 a75 ppm en comparaison avec ceux

sans ammoniac, la mortalité augmente sensiblement a 75 ppm.

C’est un gaz détectable a I’odeur a partir de 5 ppm, il est irritant pour les yeux et I’appareil
respiratoire de ’homme a partir de 20ppm, alors qu’il a des conséquences respiratoires pour

les volailles qu’a partir de 10-15 ppm :

- >10ppm : il endommage la superficie pulmonaire.

- >20 ppm : augmente la sensibilité aux maladies respiratoires.

- >b0 ppm : réduit le taux de croissance (Broeierij David., 2010 ; Guérin J.L et al.,
2011).

La ventilation est la solution majeure pour évacuer I’ammoniac. Il faut savoir en effet que
les besoins de renouvellement d’air pour apporter suffisamment d’oxygéne dans un batiment
d’élevage de volailles sont en moyennes de 0.1 a 0.3 m® par kilo de poids vif et par heure (Kg
PV/h), alors que pour éliminer le dioxyde et le monoxyde de carbone ils sont de 0.4 a 0.8
mS/Kg PV/h, et pour évacuer ’humidité ils sont encore plus élevés a savoir de 0.5 a 1.2
m*Kg PV/h, et enfin de 1 & 1.5 m¥Kg PV/h pour évacuer ’ammoniac ; étant le gaz
demandant les besoins de renouvellement d’air les plus élevés pour étre évacué. On voit donc
que ce n’est pas ’apport d’oxygene qui est le facteur limitant dans la ventilation mais bien

I’élimination de I’ammoniac.

... En conclusion
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L’entretien de la litiere et notamment les rajouts de litiére en cours d’¢élevage sont
également un facteur de maitrise de la production d’ammoniac, puisqu’ils contribuent a la
baisse de I’humidité. Des produits asséchants de la litiere peuvent également étre pulvérisés :
certains de ces produits contenant des superphosphates et de 1’acide phosphorique peuvent
également contribuer a diminuer les fermentations ammoniacales par acidification de la litiére
(Guérin J.L et al., 2011).
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CHAPITRE Il : La microflore intestinale du poulet de chair
l. Introduction

La flore intestinale normale se définit comme étant une collection complexe et en équilibre
de microorganismes qui habitent normalement le tractus gastro-intestinal, remplissant un role
dans la nutrition, la physiologie et le contréle du systeme immunitaire de 1’hote (ISOLAURI
et al., 2002).

Chez les oiseaux, le tube digestif est stérile a 1’éclosion. L’inoculation naturelle se fait a
partir de la flore des adultes ou de celle des aliments. L’implantation de la flore dépend donc
de I’environnement de 1’ceuf au moment de 1’éclosion qui définit I’ordre dans lequel les
animaux sont exposés aux microorganismes, de leur aptitude a coloniser I’intestin et des
interactions entre microorganismes (GABRIEL et al., 2005). Mais de maniere générale, les
micro-organismes s’organisent sous la forme de populations en état d’équilibre, créant ainsi
des habitats ou niches le long du tractus digestif. Ainsi, chaque compartiment du tube digestif
est colonisé par différentes populations microbiennes. La flore digestive des volailles a été
trés étudiée et s’avere différente de celle des mammiferes, probablement du fait de différences

anatomiques et physiologiques (Figure 2) (GABRIEL et al., 2003).
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Figure 2 : Schéma du tractus digestif des volailles et valeurs de pH du contenu digestif
(TOUTAIN & MELOU, 2005)

20



Chapitre 11l

1. Caractérisation de la flore digestive du poulet
I11.1. Composition de la microflore

De facon générale, la flore digestive comprend les organismes unicellulaires situés dans le
tractus digestif, a savoir les bactéries, les champignons et les protozoaires. Les micro-
organismes prédominants sont les populations bactériennes représentant une large gamme de
types métaboliques et morphologiques (LU et al., 2003). Celles-ci peuvent étre divisées en
trois groupes distincts (GABRIEL, 2005) :

- La flore dominante (> 10’ Unités Formant Colonies UFC/ g de contenu) : elles sont
formées d’espéces anaérobies strictes et d’espéces spécifiques du poulet : lactobacilles
et entérobactéries.

- La flore sous-dominante (10°> & 10’ UFC/ g de contenu) : elles sont constituées de
streptocoques et d’entérobactéries moins spécifiques de 1’espece.

- La flore résiduelle (< 10° UFC/ g de contenu) : les flores passagéres sont souvent les
aerobies strictes (Larbier et Leclerq, 1992 ; Villate, 2001).

Chez le poulet, les sites principaux d’activité bactérienne sont le jabot, les caeca et, dans
une moindre mesure, I’intestin gréle (Fuller, 1984). Compte tenu des nombreux facteurs
modifiant la flore, les différences méthodologiques entre les études (type de régime dont la
présence ou non d’antibiotique, souche d’animaux, etc.), empéchent toute généralisation de
description de la flore. Par ailleurs, les études effectuées sur la microflore des oiseaux ont

concerné principalement les caeca.

Tableau 4 : Composition de la microflore du poulet déterminée par dénombrement bactériens
(SMITH, 1965) §

Groupes Nombre de bactéries viables (log 10 UFC/ g de contenu)

majoritaires Jabot | Gésier | Duodénum | Jéjunum | Iléon Colon | Caeca
Lactobacilles 8.7 7.3 8.0 8.2 8.2 8.6 8.7
Streptocoques 4.0 3.7 4.0 4.0 3.7 4.2 6.7
Escherichia coli 1.7 nd 2.0 1.7 1.7 2.7 5.6
Levures 2.7 nd 1.7 nd 1.7 nd 2.0
Clostridium welchi | nd nd nd nd nd nd 1.7
Bacteroides nd nd nd nd nd nd 8.7
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= UFC : Unité Formant Colonie.
» nd : organisme non détecté, c’est-a-dire quantité dont le log 10 est inférieur & 1,7/g.
= § Poulets de chair adultes issus d’un élevage (6 individus), consommant un régime

composeé de céréales et de farine de poisson (10-15%), sans antibiotique.

De nombreuses études effectuées sur la flore digestive des oiseaux depuis les années 1950
ont fait appel aux cultures de bactéries sur milieu sélectif. Or une proportion trés élevée de
bactéries, jusqu’a 90 % selon les estimations, n’est pas cultivable a 1’exception des flores
aerobies et anaérobies facultatives qui ont pu étre prises en compte dans ces etudes (Lan et al
2002). Les méthodes classiques de microbiologie n’apportent donc qu’une image tres partielle
de la réalité de I’écosystéeme digestif. Pour résoudre ce probléme, des techniques de biologie
moléculaire ont été développées, elles permettent de mettre en évidence, grace a leur ADN
ribosomal 16 S, tous les microorganismes quelles que soient leurs conditions de viabilité.

11.2. Données de microbiologie classique (culture)

D’une maniere globale, les données de microbiologie classique relatives a la composition de

la flore le long du tube digestif du poulet (Tableau 4) indiquent que :

> Au niveau du jabot, sont retrouvés principalement des Lactobacilles attachés a
I’épithélium, des Streptocoques et des levures (GABRIEL et al., 2005).

> Dans le gésier et le proventricule, le faible pH (figure 2) fait chuter la population
bactérienne.

> Globalement dans [P’intestin gréle, on trouve principalement des anaérobies
facultatives (Lactobacilles, Streptocoques et Coliformes) :

- Dans le duodénum, les conditions ne sont pas propices au développement de la
flore en raison de la présence de nombreuses enzymes, de la forte pression en
oxygene, de la présence de fortes concentrations de composés antimicrobiens
tels que les sels biliaires et des mouvements de reflux du jéjunum au gésier ;
tout cela entraine une modification rapide des conditions du milieu.

- Plus loin dans I’intestin, I’environnement devient plus favorable a la croissance
bactérienne en raison de la plus faible pression en oxygéne et des faibles
concentrations en enzymes et en sels biliaires.

> Dans les caeca, les anaérobies strictes comme les Eubacterium, des Bifidobactéries ou
des Clostridies, deviennent majoritaires en raison de la faible fréquence du

renouvellement du contenu de cet organe (1 a 2 fois par jour) qui favorise le
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développement des bactéries. Cependant, les anaérobies facultatives sont aussi

présentes a ce niveau.

Les méthodes de cultures conventionnelles ont conduit a I’identification chez le poulet de
29 genres bactériens, chaque genre étant représenté par 3 & 4 especes, et chaque espéce par 3 a
4 types métaboliques différents, ce qui ferait plus de 200 souches différentes (Fuller, 1984 ;
Mead, 1989). D’autres organismes dont I’activité métabolique a été mise en évidence n’ont
pas pu étre isolés et caractérisés du fait de leur besoin d’anaérobiose stricte ou de I’ignorance
des composants nécessaires a leur croissance (Mead, 1989). Ainsi, seulement 25 % des

souches seraient identifiées.
11.3. La flore luminale et la flore mucosale

La flore digestive peut se trouver dans la lumiére intestinale enfouie dans la couche de mucus
(luminale), ou adhérante a la muqueuse digestive ou elle peut former des couches de cellules

tres importantes (dite mucosale) (Fuller, 1984) :

- La flore luminale dépend des nutriments disponibles, de la vitesse de transit et
de la présence ou non de substances antimicrobiennes.

- La flore mucosale dépend de I’expression par 1’hote de sites d’adhésion
spécifiques sur les membranes des entérocytes, de la vitesse de production du
mucus, de la production d’anticorps (Ig) sécrétoires, et de 1’extrusion de

matériel cellulaire de la membrane (Gong et al., 2002, Zhu et al., 2002).

I11.  Facteurs de variation de la flore digestive

A D’éclosion, le tube digestif du poulet est stérile mais des le premier jour, I’intestin est
rapidement colonisé par les coliformes, les streptocoques et les clostridies. Les lactobacilles
ne sont retrouvés dans ’intestin du poulet qu’au-dela de trois jours et les bactéroides pas
avant cinqg jours (GABRIEL et al., 2005).

De maniere générale, la composition de la flore bactérienne varie selon 1’age et
I’environnement de 1’animal, du stress auquel il est soumis et de 1’aliment qu’il regoit (Gabriel

et al., 2003).

Parmi les facteurs susceptibles de modifier la composition de la flore bactérienne du poulet,

seront cités :
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I11.1. Souche, sexe

La flore digestive semble différer selon la souche et le sexe des animaux. Chaque individu
présente une communauté bactérienne digestive qui lui est propre. Ceci suggere que des
facteurs spécifiques de 1’hote interviennent dans 1’établissement de la flore intestinale (Zhu et

al., 2002).
II1.2. L’environnement
Selon le milieu d’¢levage, la microflore est différente :

- Des populations plus fortes sont observees chez des animaux élevés au sol par
rapport a des animaux élevés en cages individuelles (Mallet et al., 2001).

- L’augmentation de la densit¢ d’¢levage ou les stress thermiques semblent
globalement augmenter les bactéries néfastes au detriment des bactéries
bénéfiques (Suzuki et al., 1989).

- La présence de parasites intestinaux comme les coccidies, entrainant la
dégradation de la muqueuse intestinale donc la production de nouveaux
substrats pour la microflore, conduit a une modification de celle-ci (Kimura et
al., 1976).

L’implantation de la flore dépend également de I’environnement de 1’ceuf au moment de
I’éclosion qui définit I’ordre dans lequel les animaux sont exposés aux micro-organismes, de

leur aptitude a coloniser I’intestin et des interactions entre micro-organismes (Gabriel et al.,
2005).

IT1.3. Composition et structure de I’aliment

La flore digestive dépend également de I’alimentation puisque cette derniére est a 1’origine
du type de substrat disponible pour la croissance des micro-organismes. La flore peut étre
modifiée par le type de céréales distribuées aux poulets et particuliérement a la présence de
polysaccharides non amylacés hydrosolubles (MATHLOUTI et al., 2002), la granulation de
I’aliment, le type d’amidon (WEURDING, 2002) et les matiéres grasses induisent des
modifications de la flore (KNARREBORG et al., 2002).
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IV.  Métabolites produits par la flore digestive

De nombreux composés sont produits par la flore digestive, ils peuvent étre bénéfiques,

néfastes ou a effet mixte pour 1’hote (Coates., 1980 ; Furuse et Okumura., 1994):

- Les produits bénéfiques majeurs produits par la microflore sont : les vitamines
(mais ne seraient pas disponibles pour ’animal, sauf I’acide folique), 1’acide
lactique, les bactériocines, les métabolites de 1’0xygeéne, le peroxyde
d’hydrogene et les radicaux libres.

- Les produits néfastes majeurs sont: I1’acide cholique, les enzymes
déconjuguant les sels biliaires, 1’indole et scatole, les endotoxines et les
entérotoxines, les substances mutagénes, carcinogenes et les oligopeptides
potentiellement inflammatoires.

- Quant aux produites a effet mixte on peut citer : les acides gras volatiles (tels
que D’acétate, propionate, butyrate), I’ammoniac et les amines (spermidine,

spermine, histamine...).

V. Impact de la microflore sur la physiologie digestive

Les interactions entre la microflore et la muqueuse digestive entrainent des modifications

de la structure et du fonctionnement du tube digestif (Hooper et al., 2001) :
V.1. Modifications anatomiques et physiologiques du tractus digestif

L’association des bactéries a la muqueuse intestinale et la production de différents
métabolites entrainent des modifications anatomiques et physiologiques des cellules de la

paroi intestinale et des muscles lisses (Coates 1980, Furuse et Okumura 1994).

En effet, les animaux conventionnels ont un intestin gréle plus lourd et plus long mais
également une paroi plus épaisse par rapport a des animaux axéniques (DENIS et al., 2004),
cet épaississement est principalement dd aux tissus connectifs en particulier la lamina propria

et au tissu lymphoide.

Les villosités intestinales sont également plus hautes dans le jéjunum et 1’iléon et de forme
moins réguliere chez les oiseaux conventionnels comparés aux oiseaux axéniques. Les cryptes

sont plus profondes tout le long de I’intestin gréle et le nombre de cellules en division est plus
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élevé, donnant un renouvellement cellulaire accéléré du duodénum distal a I’iléon chez les

animaux conventionnels.

Le développement plus important des tissus intestinaux serait induit par les différents
métabolites produits par les bactéries tels que les acides gras volatils, ’ammoniac et les

amines (GABRIEL et al., 2005).
V.2. Production et hydrolyse du mucus

La microflore entraine une augmentation de la production des mucines et cela en modifiant
les proportions des différents types de glycoprotéines qui les constituent (SAKATA et
SETOYAM., 1995).

Le gel formé par le mucus pourrait servir a stabiliser la communauté microbienne, par
ailleurs les mucines pourraient &tre utilisées comme source de carbone et d’énergie par

certaines bactéries grace a leurs activités glycosidiques (GABRIEL et al., 2005).
V.3. Modification du transit intestinal

La présence de la flore ne semble pas modifier la vitesse de transit intestinal. Néanmoins,
son effet sur le transit pourrait dépendre du type de régime, car il a été observé dans le cas de
régimes contenant des matieres premiéres riches en polysaccharides non amylacés
hydrosolubles une augmentation de la viscosité des contenus digestifs (Nahashon et al.,
1994b).

VI.  Conséquences sur la valeur nutritionnelle de ’aliment

La microflore digestive est en compétition avec I’hote pour I’utilisation des aliments
présents dans le tube digestif. Car les micro-organismes qui constituent la flore possédent un
trées grand nombre d’enzymes par rapport a leur hote, de plus ceux qui se trouvent dans la
lumiére intestinale peuvent méme utiliser les constituants alimentaires avant 1’hdte ; c’est
surtout les aliments peu digestibles par I’hote qui sont les plus concernés (Langhout et al.,
2000).

Les micro-organismes du tube digestif auraient un effet positif en libérant des nutriments
absorbables par I’hdte au niveau de ’intestin et des caeca, ces derniers possédant aussi des

capacités de transport des glucides et des acides aminés (Moreto et Planas., 1989).

26



Chapitre 11l

VI1.1. Digestion des glucides

Pour les glucides digestibles par 1’hote (amidon, dextrines, oligosaccharides et
monosaccharides), ils ne présentent pas de différence de digestibilité en présence de la
microflore, puisque [’activit¢ des enzymes impliquées dans leur digestion (amylase
pancréatique ou disaccharidases intestinales) ne peut étre modifiée ou variée par la microflore.
Bien qu’au niveau du jabot, certaines souches de lactobacilles auraient une activité

amylolytique secondant I’action des amylases endogénes (GABRIEL et al., 2005).

Quant aux glucides non digestibles par 1’hote, a savoir les polysaccharides non amylacés
(cellulose, hémicellulose, substances pectiques), sont fermentés par la microflore dans le jabot
et principalement au niveau des caeca (MEAD, 1989). Mais la microflore ne semble pas

disposer d’enzymes capables d’hydrolyser la cellulose.
V1.2. Digestion des lipides

chez le jeune poulet de 3 semaines, la flore diminue la digestibilité fécale des lipides
d’origine végétale de 2 points, et celle des graisses animales de 10 points (GABRIEL et al.,
2003). Cette reduction provient surtout de la modification des sels biliaires par certaines
espéces bactériennes (de la flore digestive), notamment es lactobacilles a savoir; la
déconjugaison la désulfatation et la déhydroxylation des sels biliaires. Car, en effet les sels
biliaires conjugués servent la formation des micelles. De ce fait, leur faible concentration
réduit la solubilisation des lipides et donc leur absorption, surtout ceux renfermant des acides
gras (AG) saturés a longue chaine (GABRIEL et al., 2003). Ainsi, la digestibilité des AG
saturés tels que ’acide palmitique et stéarique est fortement réduite par la présence de
microflore alors que celle des AG insaturés comme [’acide oléique et linoléique n’est pas

modifiée.

Cela a clairement été montré en comparant des animaux conventionnels a des axéniques
recevant une supplémentation expérimentale en sels biliaires, qui a eu un effet trés bénéfique

chez les axéniques mais réduit chez les conventionnels (Larbier et Leclerg., 1992).
V1.3. Digestion des protéines

L’impact de la microflore sur la digestibilité¢ des protéines varie selon les études. Ceci est
probablement lié aux différences de composition des régimes alimentaires utilisés dans les

essais. D’une maniére générale, la microflore pourrait avoir un role sur la digestibilité dans la
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mesure ou elle augmente la production de protéines endogenes (mucus, débris cellulaire,
biomasse microbienne). Elle aurait également un effet positif sur la digestion des protéines de
mauvaise qualité qui sont mal hydrolysées par 1I’hote et pourraient étre digérées par la

microflore.

En revanche, dans le cas des protéines séverement modifiées et altérées par la chaleur,
méme la microflore ne pourrait les hydrolyser. Donc, dans le cas d’une alimentation

constituée de protéines tres digestibles, la microflore a peu d’effet.
V1.4. Minéraux et vitamines

La microflore agit négativement sur la nutrition minérale (GABRIEL et al., 2005). Elle
réduit 1’absorption ou le transport du calcium absorbé par les tissus intestinaux. Elle diminue
¢galement 1’absorption du manganése. La flore augmente les besoins en magnésium et en
phosphore, mais n’a pas d’effet sur les autres oligoéléments tels que le cuivre, le zinc et le fer.
En revanche, de par sa production d’AGV, la microflore facilite 1’absorption des minéraux

comme le sodium au niveau des caeca et du colon (GABRIEL et al., 2005).

La flore bactérienne intestinale assure la synthése de vitamines .Ainsi, les vitamines
hydrosolubles, surtout du groupe B, sont synthétisées en quantités appréciables par la flore
bactérienne au niveau des cecums du poulet (SOUILEM et GOGNY, 1994). Par contre, la
vitamine K est produite en quantité insuffisante pour répondre aux besoins. En fait, toutes ces
vitamines bactériennes seraient utilisées par elles-mémes, sauf I’acide folique qui pourrait étre

disponible a I’héte.
V1.5, Impact sur I’environnement

L’effet de la flore sur la digestion des aliments a des conséquences sur les quantités de
nutriments éliminés dans les excrétas. Ainsi, I’amélioration de 1’efficacité alimentaire en
présence d’AFC permet de diminuer les rejets. Par ailleurs, la flore peut moduler les quantités
de gaz émis par les litieres. Ainsi, 1’utilisation d’AFC peut diminuer la quantité d’ammoniac

suite a une plus faible humidité des excreta (Thomke et Elwinger., 1998).
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VII. Réles de la microflore sur la santé de I’hote
VII.1. Stimulation du systeme immunitaire

La flore intestinale participe au développement et au maintien d’un systéme immunitaire
intestinal efficace en influengant le nombre, la distribution et le degré d’activation des
populations cellulaires qui le composent (SALMINEN et al., 1998). Elle est le stimulus
antigenique majeur responsable de la migration et de la maturation des cellules lymphoides
précurseurs présentes dans les plaques de Peyer. Au niveau de la réponse immunitaire
systémique, la flore serait responsable de 1’évolution de la production d’IgM en IgG, ces
derniers étant les anticorps les plus importants quantitativement. Ainsi, elle agit sur le
développement et la maturation des plasmocytes producteurs d’IgA sécrétoires, ces derniers
ayant comme fonction principale d’empécher la fixation des pathogénes sur la muqueuse
intestinale (GABRIEL et al., 2005).

VI1.2. « Effet barriére » par compétition

La flore autochtone empéche I’implantation de la flore pathogéne. Ce phénomene appelé
«effet barriere», se met en place avant la maturité compléte du systéme immunitaire du tube
digestif et peut ainsi empécher I’implantation de la microflore pathogéne. Ainsi, il a été
montré que la colonisation des caeca par les salmonelles est limitée par le traitement des
poussins juste aprés éclosion avec une flore caecale de poulets adultes sains (Nurmi et
Rantale., 1973).

Les mécanismes a la base de cet effet barriere sont variés : Certaines bactéries bénéfiques
créent un micro-environnement hostile aux autres espéces bactériennes en produisant des
métabolites antimicrobiens comme des acides gras a chaine courte, des bactériocines, ou des
métabolites de 1’oxygéne. Elles peuvent également modifier les récepteurs utilisés par les
bactéries néfastes ou leurs toxines, empéchant ainsi leur développement dans le tube digestif.
La flore bénéfique peut intervenir aussi par 1’utilisation compétitive de nutriments essentiels

(GABRIEL et al., 2005).
VIIl. Controle de la microflore

Dans le cadre de la recherche d’alternatives aux AFC, de nombreuses solutions ont été
proposées aussi bien au niveau de la gestion sanitaire et hygiénique des élevages, qu’au

niveau de 1’alimentation. Dans le premier cas, le développement de la microflore néfaste peut

29



Chapitre 11

étre limité en gérant au micux 1’hygiéne et les conditions d’élevage, I’aménagement des

batiments, et en pratiquant un vide sanitaire.

Au niveau nutritionnel, de nombreuses alternatives ont été proposées. Tout d’abord
I’hygiéne doit étre contrdlée de la réception de la matiére premiére jusqu’a la livraison de
I’aliment, en vue de limiter I’apport de flores exogeénes (Godderis et al., 2002 ; Van

Immerseel et al., 2003a).
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CHAPITRE 111 : Les Antibiotiques, les Antibiorésistances et les produits
alternatifs aux antibiotiques

Sous chapitre 1 : Les antibiotiques

l. Introduction

Les maladies infectieuses, notamment bactériennes restent au premier rang des causes de
déces les plus fréquentes dans le monde. Parmi 1’ensemble des médicaments utilisés dans le
but de lutter contre ces maladies, les antibiotiques sont sans aucun doute les plus utilisés, ont

fait progresser I’espérance de vie de plus de 10 ans (McDermott et al., 1982).
1. Historique

En 1877, Pasteur et Joubert expérimenterent et théorisérent la concurrence vitale entre
microorganismes (aussi appelée antibiose), en I'occurrence entre bactéries en décrivant le

principe actif de cet organisme vivant qui détruit la vie des autres pour protéger sa propre vie.

En 1929, Fleming découvre un Penicillium sur une boite de Pétri. Il met en évidence
I'inhibition du staphylocoque doré par cette culture de Penicillium. En 1940, Chain obtient
une forme stable et utilisable in vivo (essais sur des souris) de la pénicilline, qui permettra
I’¢laboration du premier antibiotique. En 1942, production a 1’échelle industrielle de la

pénicilline qui sera utilisée et bénéfique pendant la 2éme guerre mondiale.
I11.  Définition

Un antibiotique est une substance chimique d'origine naturelle ou synthétique ayant une
action sélective et ciblée sur les micro-organismes : bactéries ou protozoaires, a I’exception

notable des virus, sur lesquels ils sont sans effet.

Un grand nombre d'antibiotiques sont fabriqués par des micro-organismes : des
champignons ou d'autres bactéries, ces dernieres les produisent dans le but d’éliminer les
bactéries concurrentes avec lesquelles ils sont en compétition dans leur biotope (Euzeby, 2005
; Lavigne, 2007).

31



Chapitre 111

IV.  Caracteristiques et classification
IV.1. Toxicité sélective

L’action d’un antibiotique est le résultat des interactions antibiotique-bactéries d’une part et
antibiotique-organisme d’autre part. Cependant, un antibiotique peut tuer ou inhiber le germe
pathogene en le ciblant spécifiquement sans pour autant étre nocif pour 1’organisme; ¢’est-a-
dire en portant le moins préjudice pour I’hote. Par exemple : la pénicilline qui inhibe les
enzymes responsables de la synthése du peptidoglycane bactérien n’a que peu d’effets sur les

cellules hotes car elles ne possedent pas de peptidoglycane (Alami et al., 2005).
IV.2. Selon I’origine

Les antibiotiques sont élaborés soit par des microorganismes (antibiotique naturel) ou par

synthése (antibiotique synthétique, antibiotique semi synthétique).
IV.3. Selon le spectre d’activité

Egalement appelé champ d’efficacité d’un antibiotique, il définit la liste des espéces sur
lesquelles les antibiotiques sont actifs. Le spectre est propre a chaque antibiotique, et peut
varier dans le temps a la suite de I'apparition de nouvelles résistances chez les différentes

especes bactériennes. L’antibiotique peut étre :
- A spectre étroit : quand son activité se limite & une variété de microorganismes.

- A large spectre : quand il agit contre différents types d’agents pathogénes (Lavigne, 2007;
Nauciel et Vildé, 2008).

1VV.4. Selon la modalité d’action

C’est Deffet qu’exerce un antibiotique sur une bactérie; allant de 1’inhibition du
développement et de la croissance bactérienne (bactériostatique) jusqu’a la destruction totale
de la bactérie (bactéricide) (Nauciel et Vildé, 2008) :

IV.4.1. Effet bactériostatique

C’est I’effet qui entraine 1’inhibition temporaire et réversible de la croissance et de la

prolifération bactérienne par I’antibiotique (Helali, 2002; Nauciel et Vildé, 2008).
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1VV.4.2. Effet bactéricide

C’est I’effet qui entraine la mort des bactéries en réduisant leur nombre initial (Yeni, 2003;
Nauciel et Vildé, 2008).

En effet, cette activité antibactérienne n’a licu que si les conditions suivantes sont présentes :
- Posséder une cible bactérienne spécifique.
- Accéder et pénétrer jusqu’ a sa cible bactérienne.
- Etre capable de se lier & sa cible.
- Demeurer sous forme active.
- Interagir efficacement avec sa cible, en 1’inactivant.

Si une de ces conditions est absente la souche sera résistante a I’antibiotique et de ce fait ce

dernier n’aura aucun effet (Alami et al., 2005).
IV.5. Selon le mécanisme d’action

Le principe d'action des antibiotiques consiste a inhiber ou a bloquer sélectivement une ou
plusieurs étapes métaboliques indispensables a la survie ou a la multiplication des
microorganismes. Le mécanisme ciblé par I'antibiotique est le plus souvent spécifique des
bactéries. Chaque famille d’antibiotique est dotée d’actions qui lui sont propres (Page et al;

1999, Nauciel et Vilde; 2008).
On distingue quatre grands modes d’action d’antibiotiques (figure) :

v" Action sur la synthése de la paroi bactérienne.
v Action sur la synthese protéique.
v Action sur la synthese des acides nucléiques.

v Action inhibitrice sur la membrane cytoplasmique (Alami et al; 2005).
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Figure 3 : Différents modes d’action des antibiotiques (Lavigne, 2007)
IV.5.1. Antibiotiques agissant sur la synthése du peptidoglycane

Certaines bactéries sont protégées de I'environnement extérieur par une paroi qui contient
en particulier une couche de peptidoglycane plus ou moins épaisse; un polymere spécifique
comportant des acides aminés et des sucres. C’est ce peptidoglycane présent dans la paroi qui
contribue a la solidité mécanique de la bactérie. Les antibiotiques inhibant la synthese du
peptidoglycane bloquent les différentes étapes de cette synthese, ayant ainsi un effet Iétal pour
la bactérie (bactéricide) (Nauciel et Vildé; 2008).

IVV.5.1.1. B-Lactamines

Elles ont en commun un noyau -Lactame. Leur action sur la synthése du peptidoglycane
consiste en leur fixation suivie par I’inhibition des protéines liant la pénicilline (PLP); ce sont
des protéines membranaires appartenant a la bactérie (une bactérie contient plusieurs variétés
de PLP). L’activité enzymatique des PLP est inhibée par leur liaison avec les B-Lactamines.
On obtient ainsi des formes bizarroides (rondes ou filamenteuses) qui aboutissent a la lyse
bactérienne (Nauciel et Vilde, 2008).

IV.5.1.2. Glycopeptides

Ces molécules se lient au dipeptide terminal D-ala-D-ala (précurseur du peptidoglycane)
qui normalement est intégré dans le PG. Le glycopeptide empéche cette intégration par
blocage de la polymérisation du PG entrainent secondairement 1’arrét de la synthése du

peptidoglycane et ainsi la mort de la bactérie (Alami et al., 2005; Nauciel et Vildé, 2008).
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V1.5.2. Antibiotiques inhibant la synthese protéique

La synthése des protéines est un processus essentiel des cellules vivantes. L'élément
central de ce processus dans lequel 'ARN messager est traduit en protéine est le ribosome,
I'organite cellulaire qui est responsable de cette étape. Il existe un grand nombre de molécules
antibiotiques qui sont capables de bloquer sélectivement la traduction des protéines chez les
bactéries. De ce fait, approximativement la moitié des antibiotiques utilisés en thérapeutique

ont pour cible le ribosome bactérien.

La grande majorité¢ de ces antibiotiques est bactériostatique, a I’exception des aminosides

qui sont bactericides (Page et al., 1999; Nauciel et Vildé, 2008).
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\

P site (Peptidyl-tRANA
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subunit
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Figure 4 : Action des antibiotiques sur la synthése protéique (Lavigne, 2007)
V1.5.2.1. Antibiotiques se fixant sur la sous-unité 30S du ribosome
V1.5.2.1.1. Aminosides

Ce sont des antibiotiques ayant une activité bactéricide puissante, une structure commune,
un spectre d’activité large, mais une diffusion tissulaire limitée, une toxicité importante et se
distinguent par leur capacité a résister aux différentes enzymes pouvant les inactiver (Moulin
et Coquerel, 2002).

Leur mode d’action consiste en leur fixation sur la sous-unité 30S; & concentration
subthérapeutique : ils provoquent des erreurs de lecture du code génétique lors de la
traduction des protéines, et a concentration thérapeutique : ils inhibent I’¢longation de la

chaine peptidique en bloquant le complexe d’initiation (Lavigne, 2007).
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V1.5.2.1.2. Tétracyclines

Inhibent la synthese protéique en se Fixant de facon réversible a la sous-unité 30S des
ribosomes et en empéchant 1’attachement des Aminoacyl-ARNt au site A du ribosome, et en

inhibant la phase d'élongation de la chaine polypeptidique (Lavigne, 2007).
V1.5.2.2. Antibiotiques se fixant sur la sous-unité 50S du ribosome
V1.5.2.2.1. Chloramphénicol

Agissent en se fixant a la sous-unité 50S du ribosome (au site A) empéchant ainsi
I’attachement des Amino-acylARNt au site A du ribosome, Ils inhibent également la

polymeérase (Lavigne, 2007 ; Neal, 2007).
V1.5.2.2.2. Macrolides, lincosamides et streptogramines

Les MLS sont des inhibiteurs de la synthése des protéines, ils agissent au niveau de la
sous-unité 50S du ribosome. Ils inhibent la croissance de la chaine polypeptidique en
formation par leur liaison de facon réversible a la sous-unité 50S des ribosomes (site P) et en
inhibant la translocation et la transpeptidation de la chaine peptidique en croissance (Lavigne,
2007 ; Neal, 2007).

V1.5.2.3. Antibiotique inhibant le facteur d'élongation G

La synthése protéique serait inhibée par la formation d'un complexe stable avec le facteur
d'élongation diphosphate et le ribosome. La phase d'élongation est ainsi bloquée et par voie de

conséquence la translocation est arrétée (Nauciel et Vildé, 2008).
V1.5.3. Antibiotiques agissant sur les acides nucléiques

La synthese des acides nucléiques, ADN et ARN est absolument vitale pour les cellules
bactériennes, sans elle, la division cellulaire et la fabrication des protéines est impossible. Un
certain nombre de composés d’antibiotiques peuvent bloquer de maniere directe ou indirecte

ces voies de biosynthese des acides nucléiques.
V1.5.3.1. Sulfamides et triméthoprime

IIs inhibent la synthese des folates, acides puriques et acides nucléiques en se fixant sur la
dihydroptéroate synthétase (DHPS) et par conséquent provoquer son inhibition. Le

triméthoprime est beaucoup plus utilisé en association avec un sulfamide, en agissant a deux
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niveaux différents de la synthése des folates, ce qui leur assure un effet synergique (Nauciel et
Vildé, 2008).

1VV.5.3.2. Quinolones

Ce sont des bactéricides, leur mode d’action consiste en 1’inhibition sélective de la
synthése de I’ADN bactérien en agissant sur deux enzymes impliqués dans cette synthése:
I’ADN gyrase et I’ADN topo- isomérase. Les quinolones altérent ainsi rapidement la
réplication de I'ADN, induisant la mort de la bactérie (Tankovic et Duval, 1997 ; Neal, 2007).

V1.5.3.3. Nitrofuranes et Nitro-imidazoles

IIs ont le méme mode d'action, agissent directement sur I’ADN provoquant diverses
Iésions (coupures et substitution de bases), ceci en libérant des radicaux libres toxiques
capables d'oxyder I'ADN bactérien et de le couper (Alami et al., 2005 ; Neal, 2007 ; Nauciel
et Vildé, 2008).

V1.5.4. Antibiotiques agissant sur les membranes
V1.5.4.1. Les Polymyxines

L'antibiotique le plus utilisé est la colistine. Elle agit sur la membrane cellulaire des
bactéries Gram négative en se fixant sur les phospholipides provoquant ainsi une perméabilité
membranaire d’ou rupture de la barriere osmotique. La bactérie se vide ainsi de ses
composants cytoplasmiques vitaux et meurt (GarnachoMontero et al., 2003 ; Alami et al.,
2005).
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Sous chapitre 2 : Les antibiorésistances
I. Introduction

Apres plus de 50 ans d’utilisation massive des antibiotiques, nous arrivons maintenant a
une période plus délicate, ou les bactéries reprennent 1’avantage en développant des stratégies
de résistance a leurs vis-a-vis, et certains parlent déja de possible ére post-antibiotique (Alami
et al., 2005).

I1. Historique

En 1940, avant méme que la pénicilline n’ait été largement utilisée en thérapeutique,
Abraham et Chain attirent 1’attention sur le fait que Bacterieum coli inactive la pénicilline G
en produisant une enzyme dénommeée la pénicillinase (Abraham et Chain, 1940). Dés 1945
Fleming s’inquiétait du mauvais. Ensuite, chaque fois qu’a été mise au point une nouvelle

substance, les bactéries s’y sont adaptées plus ou moins vite.
I11. Définition

Selon Schwarz et Chaslus-Dancla (2001), une bactérie est considérée comme résistante a
un antibiotique quand la concentration de ce dernier au site de I’infection n’est pas
suffisamment élevée pour inhiber la multiplication de cette bactérie ou pour la tuer. Cette
définition n’attribue pas la résistance seulement au probléme microbiologique, mais aussi aux

aspects pharmacodynamiques, pharmacocinétiques et cliniques (Abdennebi, 2006).
IV. Les différents types de résistance
La résistance aux ATB peut étre naturelle ou acquise :
IV.1. La résistance naturelle

Elle représente une propriété intrinséque, c’est une insensibilit¢ aux ATB, existant
naturellement chez tous les membres d’une méme espece ou d’un méme genre bactérien, et
fait partie de son patrimoine génétique (Yalla et al., 2001 ; Courvalin, 2008). Exemple :

Pseudomonas aeruginosa n’est jamais sensible a I’ampicilline.
IV.2. La résistance acquise

Résistance qui apparait chez des bactéries jusqu’alors sensibles aux ATB, échappant ainsi

a son effet thérapeutique. Elle résulte d’une modification du patrimoine génétique
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chromosomique ou plasmidique. Elle ne concerne que quelques souches au sein de 1’espece

considérée mais peut s'étendre (Alami et al., 2005 ; Lavigne, 2007 ; Courvalin, 2008).
V. Biochimie de la résistance
V.1. Résistance croisée

La résistance croisée correspond a la résistance a tous les membres d’une classe

d’antibiotiques, due a un seul mécanisme de résistance (Courvalin, 2008).
V.2. Co-résistance

Dans la co-résistance, plusieurs mécanismes de résistance sont associés chez la méme
bactérie, parfois stabilisés par intégration dans le chromosome. Chacun confere (par résistance
croisée) la résistance a une classe d’antibiotiques, ce qui entraine in fine un large phénotype

résistant de la bactérie hote (Courvalin, 2008).
V1. Mécanismes biochimique de la résistance aux antibiotiques

Pour échapper a I’action 1étale des antibiotiques, les bactéries sollicitent de trés nombreux
mécanismes biochimiques de résistance (naturelle ou acquise), associés a une grande
ingéniosité génétique pour les acquérir et les diffuser. On peut classer les mécanismes de

résistance aux antibiotiques en 4 groupes :
VLI. 1. Inactivation enzymatique de I’antibiotique

Pour étre actif 1’antibiotique doit arriver intact a sa cible, lorsqu’il y’a modification de
I’antibiotique par des enzymes ceci aboutit a son inactivation ou a sa destruction (Abdennebi,
2006). Ce mécanisme le plus répandu, ex: production de béta lactamases qui inactivent les
béta lactamines par 1’ouverture du cycle beta lactame et qui sont capables de couper la liaison
beta lactame, qui est essentielle a 1’activité des pénicillines et des céphalosporines (Kezzal,
1993).
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Figure 5 : L’inactivation enzymatique de I’antibiotique (Archambaud, 2009)
V1.2. Modification de la cible

La liaison de I’antibiotique a sa cible est inhibée par une reprogrammation ou camouflage
de cette derniére. La molécule ne la reconnait plus et devient inactive. Ce phénomene est di a
des bactéries qui ont la capacité¢ de mutation d’un géne responsable de la biosynthése de la

protéine sur laquelle agit I’antibactérien (Abdennebi., 2006 ; Paquet-Bouchard., 2006).
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Figure 6 : Modification de la cible (Archambaud, 2009)
V1. 3. Diminution de la perméabilité

Meécanisme n’affecte pas les GRAM positifs car les antibiotiques diffusent facilement a
travers le peptidoglycane qui constitue la paroi de ces bactéries. Contrairement aux GRAM
négatifs qui sont munies de paroi externe qui sert de barriere et protége les protéines de
liaison aux pénicillines (PLP) du milieu externe, les antibiotiques traversent cette paroi par
diffusion passive a travers les porines. Ce mécanisme de résistance se traduit par
I’imperméabilité cellulaire qui diminue I’entrée de 1’antibiotique vers son site, une altération
des porines dans la paroi des bactéries GRAM négatifs peut réduire ou bloquer la pénétration
de I’antibiotique jusqu’a son site d’action (Abdennebi, 2006 ; Paquet-Bouchard, 2006).

40



Chapitre 111

V1. 4. Excrétion par efflux

Autre I'imperméabilité il existe un autre mécanisme qui explique la non accumulation a
I’intérieur de la bactérie qui est I’efflux actif. Il se caractérise par 1’existence d’une pompe au
niveau de la membrane et capable d’expulser 1’antibiotique a I’extérieur de la cellule
bactérienne grace a un canal; alors le site d’action est inaccessible Cet efflux conduit a une

diminution de la concentration intracellulaire de I’antibiotique (Gaudy et Buxeraud, 2005).

Antibiotique
rejeté

Figure 7 : Excrétion de 1’antibiotique par efflux actif (Archambaud, 2009)
VII. Mécanisme génétique de la résistance
La résistance peut étre acquise par deux voies totalement distinctes (Courvalin, 2008) :

1. Mutations dans le génome. On parlera alors de transmission verticale a la
descendance.
2. Acquisition d’information génétique étrangere, en provenance d’autres bactéries, par

transfert horizontal.
VI11. Conséquence de la résistance aux antibiotiques

Cette résistance a des conséquences médiates et immédiates : L’échec thérapeutique est la
conséquence pratique majeure, diffusion de la résistance, 1’apparition de souches multi-
résistantes et de bactéries transmises par les aliments et résistantes aux antimicrobiens et qui

peuvent causer des infections au sein de groupes de populations sensibles (Abdennebi, 2006).
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Sous chapitre 3 : Les produits alternatifs aux antibiotiques
. Introduction

Dans le cadre d'un bannissement, partiel ou total, des facteurs de croissance antibiotiques
et dans un souci du maintien du niveau de productivité et la santé de la filiére avicole, la
recherche de solutions alternatives a I'emploi des facteurs de croissance antibiotiques connait

un intérét majeur.

Ces solutions alternatives doivent a la fois étre efficaces sur le plan zootechnique et
apporter les garanties nécessaires en matiére de sécurité alimentaire (Choct, 2001; Fooks et
Gibson, 2002 ; Revington, 2002 ; Gabriel et al, 2003).

La présente étude se propose de répertorier les principales alternatives aux antibiotiques

facteurs de croissance et leurs modes d'action :
1. Les acides organiques

Les acidifiants (ou acides organiques : formique, acétique, propionique, lactique, citrique,
sorbique) constituent un outil trés valable dans la lutte contre les agents pathogénes

intestinaux.

Sous leur forme non dissociée, ils peuvent diffuser passivement a travers la paroi cellulaire
des bactéries, s’y dissocier a la faveur d’un pH supérieur a leur constante de dissociation et
provoquer une baisse de pH interne (Choct, 2001; Moran, 2005). Cette baisse du pH interne
est incompatible avec certaines catégories de bactéries qui ne tolérent pas un gradient de pH

transmembranaire important.

Pour diffuser hors de la bactérie, les acides organiques doivent aussi étre non dissociés, les
anions vont s’accumuler, modifier la pression osmotique interne et devenir toxiques pour la
bactérie (Gauthier, 2002). Les acides organiques abaissaient le pH du contenu du tractus
digestif et de cela découlaient tous ces effets : 1’augmentation de 1’ingéré, 1’amélioration du

gain moyen quotidien et de I’indice de consommation (Choct, 2001).
II1.  Les extraits de plantes

Les plantes, leurs extraits, epices et huiles essentielles sont reconnues pour leur activité
bactéricide. Ils contribuent a améliorer 1’appétence des ingrédients en activant les secrétions

digestives et jouent un rdle dans le contrdle des maladies intestinales (Revington, 2002).
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V. Les enzymes

Les enzymes sont des proteines qui aident a améliorer la digestibilité de certains
constituants des matieres premiéres en particulier les polysaccharides non amylacés (sucre ne
contenant pas d’amidon) et I’hémicellulose. Ces derniers contribuent a augmenter la viscosité
du contenu digestif et donc réduisent la digestibilité de 1’aliment. Les enzymes permettraient
de rendre le contenu digestif moins visqueux et donc d’améliorer la digestibilité (Zhang et al,

2000 ; Revington, 2002 ; Ferket, 2002 ; Gunal et al, 2004).

Ces enzymes sont produites industriellement a partir de champignons ou de bactéries
(Grajek et al, 2005). Incorporés dans les aliments secs en farines ou en granulés, elles n’ont
pas d’action sur les mati¢res de I’aliment avant son ingestion. Elles agissent donc dans le tube

digestif ou leur action s’ajoute a celle des enzymes sécrétées par 1’animal lui-méme (Ferket,

2002).

Parmi ces enzymes utilisées en alimentation des volailles, on distingue : les phytases, les

cellulases, les béta-glucanases. . .etc.
V. Les probiotiques

Parmi les stratégies alternatives envisagées pour protéger les volailles des agents
pathogeénes et pour remplacer les antibiotiques comme facteurs de croissance, les souches a
activité probiotique. Elles sont constituées de bactéries ou de levures vivantes sélectionnées,
apportés régulierement et en forte quantité (au moins 106 UFC/g d’aliment) dans le régime, et
ceci pour leurs aptitudes nutritionnelles et antimicrobiennes intéressantes démontrées en
conditions d’¢levage : inhibition de la reproduction des germes pathogénes dans 1’appareil
digestif, stimulation es défenses immunitaires et de la sécrétion d’enzymes antimicrobiennes,

régulation de la flore endogéne (Fooks et Gibson, 2002) .
VI.  Les prébiotiques

Par définition les prébiotiques sont des ingrédients des aliments indigestibles, qui ont un
effet bénéfique sur I’animal par le biais d’une stimulation de la croissance et/ou de I’activité
d’un nombre restreint d’espeéces bactériennes déja résidente dans la flore digestive de
I’animal, ce qui peut contribuer a I’amélioration de la sant¢ de 1’animal. Ce sont
géneralement des oligosaccharides ou des polysaccharidesa courte chaine constitués

approximativement de deux a vingt unités de sucre. lls échappent a la digestion dans 1’intestin
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gréleet sont des substrats potentiels pour I'hydrolyse et la fermentation par
les bactéries intestinales (Gibson et Roberfroi, 1995; Piva, 1999; Schrezenmeir et De Vreseal,
2001; Rastall et Gibson, 2004 ; Cummings et Kong, 2004 ; Fao/Who, 2004).

Par conséquent, un produit sera classe comme prébiotique des qu’il répond aux trois

conditions suivantes :

- Etre ni hydrolysé, ni absorbé dans le tractus gastro-intestinal.
- Etre sélectif pour un nombre limité de bactéries endogénes.

- Modifier la microflore intestinale en améliorant sa composition.

Tout ceci doit nécessairement induire une modification de la composition de la flore,
améliorant ainsi 1’¢tat de la santé de 1’hote (Suskovic et al, 2001 ; Ferket, 2002 ; Fooks et
Gibson, 2002 ; Gibson et al, 2004).

VII. Lessymbiotiques

Une approche intéressante pour la modulation de la microflore intestinale est 1’utilisation
de symbiotique. Un symbiotique est tout simplement une combinaison d’un probiotique et
d’un prébiotique. L’objectif est d’augmenter la durée de survie du micro-organisme
probiotique en lui fournissant un substrat pour sa fermentation (Schrezenmeir et De Vrese,
2001; Suskovic, 2001; Grajek et al, 2005 ; Rastall et Gibson, 2004).
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Chapitre IV : Les symbiotiques
. Définition
L'association entre un probiotique et un prébiotique, nutriment qui lui est favorable,
s'appelle un symbiotique. Cette association a pour objectif d'aider a améliorer la survie du
probiotique et d'accroitre ses propriétés biologiques. Les micororganismes probiotiques
servent a rétablir 1’équilibre de la flore intestinale, alors que les prébiotiques sont ces

substances qui livrent 1’énergie aux bactéries. Les deux combinés soutiennent la propagation

spécifique en bactéries commensales et favorisent leur activite et leur chance a survivre.

La flore intestinale doit étre stimulée, en particulier par I'apport de certains nutriments dont

elle se nourrit volontiers.
1. Les probiotiques
11.1. Définition et historique

Parmi les additifs alimentaires susceptibles de remplacer 1’utilisation des antibiotiques
comme facteurs de croissance pour I’amélioration des performances ou en prophylaxie pour la

prévention des maladies, les probiotiques suscitent beaucoup d’intérét.

La notion de " probiotique" a été développée grace aux travaux du chercheur et prix Nobel
russe ELIE METCHNIKOFF (1907), qui avait suggéré que 1’ingestion de bactéries lactiques
vivantes accroit la longévité en réduisant dans le tube digestif la population de bactéries

putréfiantes ou productrices de toxines d’ou le concept de la théorie d’autointoxication

(METCHNIKOF, 1907 cité par GOURNIER-CHATTEAU et al., 1994).

La FAO (Food and Agriculture Organization) et ’OMS (Organisation Mondiale de la
Santé ; WHO : World HealthOrganisation) ont établi récemment des lignes directrices pour
I’utilisation du terme « probiotiques » dans les aliments (FAO/OMS, 2002) et formulent la
définition suivante : « micro—organismes vivants qui, lorsqu’ils sont consommés en quantités

adéquates, produisent un bénéfice pour la santé de I’hdte qui les ingere ».
I1.2. Propriéetés génerales

Tous les probiotiques ne sont pas identiques et pour étre efficaces, ils doivent avoir les

propriétés suivantes :
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Les bactéries doivent étre exemptes de toute pathogénicité (SUVARNA et BOBY.,
2005).

Elles doivent étre vivantes et pouvoir resister aux conditions rencontrées dans le tube
digestif : doivent franchir les obstacles majeurs, au départ elles doivent résister aux
enzymes présentes dans la cavité buccale (dont le principal est le lysozyme), a la forte
concentration d’acide chlorhydrique présent dans 1’estomac, aux sucs pancréatiques et
aux concentrations de bile et de mucus présents dans ’intestin gréle (PERCIVAL.,
1999; MALINEN., 2002).

La bactérie vivante doit étre un héte naturel du tube digestif, afin de bénéficier de
conditions optimales de croissance et pouvoir coloniser le tube digestif.

La capacité d’adhésion de la bactérie doit permettre une occupation compétitive du
site intestinal face aux germes pathogénes.

Les bactéries probiotiques doivent étre capables d’inhiber la croissance des germes
pathogéne par la production de substances antagonistes de types bactériocines ou autre
comme les acides organique et le peroxyde d’hydrogéne (GUSIILS et al., 2002 ;
LIMA et al., 2005; LAM et al., 2005).

I1.3. Mode d’action des probiotiques

Le mode d’action des probiotiques reste encore imparfaitement €lucidé et beaucoup

d’hypotheses et de zones d’ombre subsistent encore. Globalement, le probiotique est un

complément alimentaire microbien vivant qui exerce une influence positive sur la santé en

général et plus particulicrement sur la digestion en renforcant 1’écosysteéme microbien car il

est certain que leur cible est la flore intestinale (GOURNIER et al., 1994).

L’effet favorable des probiotiques peut résulter soit d’un effet nutritionnel direct soit d’un

effet sanitaire :

L’effet nutritionnel : résulte de ’amélioration de la valeur énergétique des aliments
en augmentant leur digestibilité, de la détoxification par la réduction des réactions
métaboliques qui produisent des substances toxiques comme I’ammoniac, les amines
ou cytotoxines, de la stimulation des enzymes digestives et de la production de
vitamines ou des substances antimicrobiennes.

L’effet sanitaire : est li¢ a I’activation du systéme immunitaire, a la modification de
la structure et des fonctions de 1’épithélium intestinal et a la suppression ou
I’élimination d’entéro-pathogenes.
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Ces effets bénéfiques induits par I’administration des probiotiques pourraient s’expliquer

par plusieurs mécanismes :
11.3.1. Inhibition des bactéries indésirables
11.3.1.1. Par modification du pH intestinal

La production d’acides organiques a partir des glucides alimentaires (lactate, acétate,
propionate et butyrate) abaisse le pH ce qui limite le développement des germes pathogenes
comme les Salmonelles et les Escherichia coli. De plus, I’acidification favoriserait le
péristaltisme et la motilité intestinale qui a comme conséquence le raccourcissement du temps

de transit des micro-organismes pathogénes dans 1’intestin d’ou réduction de leur croissance.
11.3.1.2. Par accumulation de métabolites primaires et secondaires

Certaines souches utilisées comme probiotiques possédent la capacité de déconjuguer les
sels biliaires. 1l est bien connu que les formes déconjuguées ont un pouvoir inhibiteur plus
important sur le développement des bactéries pathogenes que les formes conjuguées
(BEZKOROVANY., 2001 ; MARTEAU, 2001). Par ailleurs, la production de peroxyde
d’hydrogene et le diacetyl freine la prolifération de certaines bactéries pathogénes par effet

bactériostatique (SALMINEN., 1999; AMROUCHE, 2005).
11.3.1.3. Par exclusion compétitive (effet barriere)

Les souches probiotiques pourraient aussi agir en inhibant 1’implantation des germes
pathogenes par 1’adhésion aux récepteurs des cellules intestinales, ce qui permettrait une
colonisation rapide et dirigée du tube digestif (SOOMRO et al, 2002 ; ZHANG, 2005 ;
MOREIRA et al., 2005). L’exclusion compétitive des souches probiotiques serait aussi liée a
la consommation des nutriments a la place des souches pathogénes (SCHREZENMEIR et
DEVRESE., 2001 ; FOOKS et GIBSON, 2002).

11.3.2. Neutralisation des produits toxiques

Les probiotiques provoqueraient une atténuation du catabolisme intra digestif et une
orientation de la microflore intestinale afin de réduire I’absorption des substances toxiques
telles que I’ammoniac, les amines et les indoles, et de diminuer les biotransformations des sels
biliaires et des acides gras en produits toxiques (PERCIVAL, 1997 ; SCHREZENMEIR et
DEVRESE, 2001).
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Les bactéries probiotiques auraient aussi la capacité de produire des métabolites

susceptibles de neutraliser in situ certaines toxines bactériennes (KUNG, 2001).
11.3.3. Amélioration de la digestibilité de I’aliment

La production d’enzymes par les souches probiotiques serait une des possibilités pour
ameliorer la digestibilité de nombreux nutriments en favorisant la dégradation et 1’absorption
de certains aliments. Ainsi, certaines bactéries probiotiques, notamment les Lactobacillus
excrete une R3-galactosidase, souvent déficiente dans le tractus digestif de I’héte, facilitant

donc la digestion du lactose (SALMINEN et al., 1998 ; NETHERWOOD et al., 1999).
I1.3.4. Stimulation de ’immunité

v’ Les probiotiques auraient un effet sur les cellules impliquées dans les mécanismes de
défense non spécifiques, leur administration permet la stimulation de I’activation des
macrophages.

v lls auraient également un effet sur les cellules impliquées dans les mécanismes de
défense spécifiqgues en favorisant la production d’anticorps, notamment des
immunoglobulines (Ig) A sécrétoires dans la lumiére intestinales. Les Ig A peuvent
inhiber 1’adhésion des bactéries pathogenes a la surface des muqueuses en agglutinant
les bactéries, en se fixant sur les adhésines et en interférant avec les interactions
adhésines/ récepteurs cellulaires (COMET., 2000 ; MERCENIER et al., 2002;
HERICH et LEVKUT., 2002 ; O'SULLIVAN et al., 2005).

v' Au niveau de la réponse immunitaire systémique, la flore serait responsable de
I’évolution de la production d’IgM en IgG, ces derniers étant les anticorps les plus

importants quantitativement.
I1.4. Les microorganismes probiotiques

Sont considérés comme probiotiques différentes souches bactériennes ainsi que les levures.
Les bactéries probiotiques sont principalement des bactéries lactiques et des bifidobactéries
(Voir tableau 5).
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Tableau 5 : Les micro-organismes considérés comme probiotiques (adapté de
BOUDJENAH., 2008)

Bactéries probiotiques ‘

Lactobacillus  Bifidobaterium  Autres bactéries lactiques  Autres bactéries

L. acidophilus  B. adolescentis Enterococcus faecalis Bacillus spp

L. amylovirus  B. animalis Enterococcus faecium Escherichia coli strain Nissle
L. brevis B. bifidum Lactococcus lactis Propionibacterium freudenreichii
L. casei B. breve Leuconstoc mesenteroides

L. cellobius B. infantis Sporolactobacillus inulinus _—

L. crispatus B. lactis Streptococcus thermophilis evures probiotiques

L. curvatus B. longum Streptococcus diacetylactis _

L. delbrueckii ~ B. thermophilum  Streptococcus intermedius Saccharomyces cerevisae

L. farciminis Pediococcus acidilactici

L. fermentum

L. gallinarum

L. gasseri

L. johnsonii

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

11.5. Efficacité Des Probiotiques En Aviculture
11.5.1. Efficacité zootechnique

En aviculture, [I’utilisation des microorganismes probiotiques comme additifs
zootechniques dans 1’alimentation a fait 1’objet de plusieurs études. L’efficacité zootechnique
revendiquée des probiotiques passerait par 1’amélioration de la croissance, de 1’indice de
consommation et de 1’état sanitaire voire du bien-étre des animaux établi par la réduction de la
fréquence des diarrhées ou de la mortalité durant certaines phases critiques d’élevage : stress

alimentaire, stress sanitaires (densité des animaux...).
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Néanmoins, leurs utilisations font apparaitre une variabilité importante de la réponse
animale en terme de vitesse de croissance et d’efficacité de transformation alimentaire. Cela
varie en fonction des micro-organismes utilisés (souches) ainsi que leurs concentrations dans
I’aliment, de I’interaction des probiotiques avec certains composants de 1’aliment, de 1’age des
animaux, (les plus jeunes ayant des flores digestives moins stables que celle des adultes et une

immunité moins établie) et de leur état nutritionnel et sanitaire (AHMMADI, 2006).
11.5.2. Efficacité sanitaire

Celle-ci est induite par I’activité antimicrobienne ou par 1’exclusion compétitive des
germes fréquemment responsable d’infection chez les poulets tels que les Salmonelles, les

Colibacilles et les Campylobacter.

Les travaux d’ANDREATHI FILLO et al (2000) confirment une réduction de Salmonella
Typhimurium et S.Enteritidis chez des poulets recevant un mélange du contenu caecal. De
méme, 1’utilisation de la souche Lactobacillus salivarius A23 chez des poussin des 1’éclosion

tend a réduire les coliformes d’une maniére significative par rapport au lot témoin (ZACCONI

etal., 1999).
I1l.  Les prébiotiques

Par définition les prébiotiques sont des ingrédients des aliments indigestibles, qui ont un
effet bénéfique sur I’animal par le biais d’une stimulation de la croissance et/ou de I’activité
d’un nombre restreint d’espéces bactériennes déja résidentes dans la flore digestive de
I’animal ce qui peut contribuer a ’amélioration de la santé de I’animal (Gibson et Roberfroi.,

1995; Piva., 1999; Schrezenmeir et De Vreseal., 2001).
Un produit sera classé comme prébiotique dés qu’il réponde aux trois conditions suivantes :

- Etre ni hydrolysé, ni absorbé dans le tractus gastro-intestinal.

- @tre sélectif pour un nombre limité de bactéries endogeénes.

- Modifier la microflore intestinale en améliorant sa composition (Suskovic et al, 2001 ;
Ferket., 2002 ; Fooks et Gibson, 2002 ; Gibson et al, 2004).

Tout ceci doit nécessairement induire une modification de la composition de la flore,

améliorant ainsi 1’état de la santé de ’hote.

50



Chapitre IV

On distingue différentes classes de prébiotiques, selon la taille de la molécule ou suivant

leur origine, naturelle ou synthétique :
I11.1. Les hexoses

Tels que le fructose, glucose, galactose et mannose, et les pentoses tels que le ribose,
xylose et arabinose sont les monosaccharides prébiotiques les plus importants. Le galactose
est disponible sous forme de disaccharides tels que le lactose. Cependant le monosaccharide

le plus couramment utilisé comme prébiotique est certainement le mannose (Conway., 2001).
I11.2. Les disaccharides naturels

Les plus couramment utilises sont le sucrose, le lactose et le maltose.
I11.3. Les oligosaccharides

Sont produits la plupart du temps par synthése ou par hydrolyse enzymatique, soit a partir
des hexoses monosaccharidiques, soit a partir de la paroi de cellules microbiennes ou par
fermentation de polysaccharides. Parmi les oligosaccharides, les fructo-oligosaccharides

(FOS) qui occupent la place la plus importante.

Les FOS sont produits par hydrolyse d’inuline ou par synthése a partir de sucrose ou de
lactose. Ils réduisent la colonisation de I’intestin par les salmonelles et les campylobacters
(Gibson et Fuller., 2000 ; Van immerseel et al, 2003).
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Objectifs, Mateériels et Méthodes

l. Matériel

Objectifs

L’objectif de notre travail est d’évaluer I’impact de 1’utilisation d’un bio-activateur qui est

I’association d’un asséchant de liticre et de symbiotique en élevage de poulets de chair sur :

v" Les performances zootechniques et de production des poulets.

v' Les paramétres d’ambiance du batiment.

v' Le développement des Eschéchia coli et des salmonelles au niveau du foie, la
détermination de la sensibilité des souches E. coli vis-a-vis de 11 molécules
d’antibiotiques et la recherche des souches BLSE.

v La charge de la flore bactérienne digestive en coliformes totaux, fécaux et en
Eschérichia coli pour mettre en évidence une éventuelle amélioration de la flore.

v' La qualité sanitaire et hygiénique de la viande en dénombrant la flore aérobie

mésophile totale.
I.1. Lieu et période de I’étude

Notre essai a été effectué au niveau d’une exploitation avicole située a Tigzirt (wilaya de

Tizi Ouzou), s’étalant du 21 février au 24 avril 2017.
1.2. Animaux
1.2.1. Souche

L’étude a été réalisée sur des poussins d’un jour appartenant a la souche ARBOR ARCES
type chair, des deux sexes, provenant du méme couvoir sachant qu’ils appartiennent au 4°™

age de couvaison.

Les animaux ont été suivis dés leur arrivée, depuis I’Age d’un jour jusqu’a la vente au 63°™

jour.
1.2.2. Taille des lots

Les poussins ont été triés au premier jour de leur éclosion et répartis en 2 lots de poids
homogéne (un lot témoin et un lot expérimental) comprenant chacun 1540 sujets. Ils ont été
élevés dans le méme batiment (soumis aux mémes conditions d’ambiance), et séparées par

une hauteur d’environ 1 métre.
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1.3. Aliment

Les poulets des deux lots ont recu les mémes aliments de base, sous forme de granulé. Les
trois aliments de base utilisés correspondent a chaque période d’élevage (phase de démarrage,
croissance et finition). La composition et les caractéristiques de chaque aliment sont
présentées ci-dessous (Tableau 6). Durant toute la période d’élevage, I’aliment et 1’eau de

boisson étaient est fournis ad libitum.

A Jz; (en pleine période de croissance), le lot expérimental avait recu un aliment de finition
(teneur réduite en protéines par rapport a la phase de croissance), ayant été stockeé dans de trés
mauvaises conditions, avec une odeur putride. Les poulets appartenant a ce lot refusaient de
consommer cet aliment et donc sont restés 48 heures sans ne rien consommer et cela jusqu’a
son retrait et son remplacement par un aliment sain. D’énormes chutes de croissance et de

mortalités ont été observées suite a la coupure de 1’alimentation pendant 48 heures.

Quant au lot témoin, ayant fini I’aliment sain plus tardivement que le lot expérimental,
I’aliment mal stocké leur a été présenté plus tard, donc les dégats observés étaient de moindre

gravité que ceux observés chez le lot expérimental.

Tableau 6 : Composition et caractéristiques des aliments de base utilisés durant 1’essai

Aliment Aliment Aliment

Démarrage Croissance Finition

Matieres premieres (%)
Mais 60.9 64.8 68.8
Son de blé 59 5.0 6.0
Tourteau de soja 29.1 27.0 21.8
Phosphore bi-calcique 1.50 1.50 1.0
Calcaire 0.57 1.20 1.30
Meéthionine 0.03 - -
Anti-stress 1.0 - -
Anti-coccidien 0.03 0.03 0.03
CMvV 1.0 1.0 1.0
Caractéristiques (valeurs calculées)
Energie Métabolisable 2800 2900 2930
(kgcal/kg)
Protéines brutes (%) 21 19 17
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I.4. Traitements expérimentaux

Pour étudier 1’effet de 1’utilisation du produit testé qui est un bio-activateur (asséchant de
la litiere associé a un symbiotique) « Enzyveba » chez le poulet, nous comparons deux

traitements expérimentaux:
a) Un lot Témoin (T) disposant d’une litiére classique sans produit.

b) Un lot expérimental (Exp) disposant d’une litiere pulvérisée réguliérement par 1’asséchant
de la litiere (Enzyveba) contenant également un symbiotique (probiotique et prébiotique)
(\Voir figure 8).

Figure 8 : Disposition des deux lots (témoin et expérimental) (Photo personnelle)

1.5. Modalités de I’utilisation de I’asséchant de la litiére

Le produit se présente dans un état liquide, comme préconisé par le fabriquant chaque litre
de produit doit étre dilué dans 2 litres d’eau. Dans notre essai, nous avons utilisé 15L

d’Enzyveba que nous avons dilués dans 30 Litres d’eau de source.

Le total a été pulvérisé sur la litiere du lot expérimental tout au long de la période

d’élevage par un « pulvérisateur a dos », a raison :

— D’un passage de pulvérisation tous les deux jours de J; a Jso.

— D’un passage de pulvérisation tous les jours de J3g a Jgs.

Les pulvérisations avaient lieu le matin au méme horaire avec une répartition homogéne

sur tout le lot.
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1.6. Batiment et conditions d’ambiance

Dans notre essai, les poulets des deux lots sont élevés dans un méme batiment afin de

s’assurer des conditions environnementales similaires.
1.6.1. Batiment

Le batiment d’¢élevage utilisé est de type « obscur », de superficie égale & 256 m? (32 x 8
m). Il est divisé en deux blocs égaux de 128 m? de surface chacun, séparés par des cartons

d’une hauteur avoisinante 4 1 métre. La superficie du stockage était de 32 m? (8 x 4 m).

La ventilation est a la fois statique en raison de la présence de fenétres latérales qui
assurent un renouvellement d’air régulier, et dynamique assurée par un extracteur d’air situé
au milieu de la séparation des deux lots afin qu’il y ait une extraction homogéne de gaz
vicieux des deux lots. L’extracteur est fonctionnel quotidiennement en fin d’aprés-midi
pendant 5 a 15 minutes (en fonction de I’intensité des gaz présents dans le batiment). Le
batiment était également doté de sept échappatoires d’air disposé au toit de ce dernier (Voir

figure 9).

Figure 9 : Présence de fenétres et d’extracteur pour la ventilation (Photo personnelle)

Le chauffage du batiment est assuré par des éleveuses a gaz a raison d’une éleveuse / 500

sujets, chaque lot disposait de 3 éleveuses.

L’éclairement est assuré par 6 lampes par lot faisant un total de 12 lampes dans tout le

batiment.
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Figure 10 : Vue extérieure du batiment (Photo personnelle)

1.6.2. Conditions d’ambiance
1.6.2.1. Désinfection et vide sanitaire

Une désinfection de tout le batiment et ses équipements a été effectuée avant la mise en
place des poussins. Le désinfectant utilisé est le THS qui est une association d’un ammonium
quaternaire et d’un aldéhyde qui lui assure une puissante action bactéricide, fongicide et

virucide.

Un vide sanitaire d’une durée de 15 jours a été pratiqué par la suite dans le but de

prolonger I’action du désinfectant.
1.6.2.2. Mise en place du cheptel

Le batiment a recu un effectif de 3080 poussins que nous avons répartis en deux lots
d’effectifs égaux et de poids homogéne (I’homogénéité pondérale des deux lots a été étudiée
par un coefficient de variation, calculé en divisant 1’écart type par la moyenne du poids des

lots aprés avoir procéder a des pesées de poussins).

Les poussins étaient en bon état (bonne cicatrisation de 1’ombilic, marchants, absence

d’affections podales, de perosis ...etc) (Voir figure).

Le jour de la mise en place, les poussins occupaient une superficie de 32 m? (8 x 4 m?) &
raison de 16 m? par lot (densité respectée). Au fur et & mesure, I’éleveur agrandissait la
superficie en fonction de 1’age des poulets et de facon a respecter les normes de densité en

fonction de la période d’élevage.
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La luminosité a été mesurée & J; et était de 150 Watt sur une superficie de 32 m® (norme

respectée : 35 Watt / m?).

A leur arrivée, les poussins n’avaient pas été alimentés. Quelques heures apres (5 a 6
heures) ils avaient recu de 1’eau sucrée ad libitum et un anti-stress (Vitamine C). 12 heures

apres la mise en place I’alimentation leur a été disposée.

Figure 11 : Mise en place des poussins (Photo personnelle)

1.6.2.3. Litiere

La litiere est composée de paille d’une épaisseur de 3 cm le jour de la mise en place,
répartie sur un sol cimenté, et recouverte par un papier qui a été enlevé le lendemain, ce
dernier a servi a éviter d’éventuels glissements des poussins avant de s’adapter a la liticre.
Durant toute la période d’¢levage, la litiére n’a pas été changée mais des rajouts ont eté

effectués pour les deux lots jusqu’a une hauteur de 15 cm (Voir figure 12).

Figure 12 : Litiere recouverte de papier le jour de la mise en place (Photo personnelle)
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1.6.2.4. Température et hygrométrie et vitesse d’air

La tempeérature ambiante, I’humidité relative et la vitesse d’air ont été mesurées a Jos et Jss
a I’aide d’un « Environment Meter » (Voir figure 13). Les valeurs sont rapportées dans le

tableau si aprés (\Voir figure 14 et tableau 8).

Figure 13 : Enrironment Meter (Photo Figure 14 : Mesure des paramétres

Personnelle) d’ambiance (Photo personnelle)

Tableau 8 : Température, humidité et vitesse d’air enregistrées a Jos et Jus

Jour Température ambiante (°C)  Humidité relative (%) Vitesse d’air (m/s)
25 26.9 69.6 0.4
45 19.3 62.8 0.3

1.6.3. Equipements d’élevage
1.6.3.1. Matériel d’alimentation

Le matériel d’alimentation employé dans cet essai est adapté a I’age des animaux, a savoir
des assiettes circulaires en plastique pendant la phase de démarrage, des mangeoires 2éme age
a partir de la phase de croissance correspondant a des trémies suspendues dont la hauteur est

réglable selon la taille des poulets a raison de 20 mangeoires par lot (Voir figure 15).
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Figure 15 : Matériel d’alimentation (Photo personnelle)

1.6.3.2. Matériel d’abreuvement

Pendant la phase de démarrage, le matériel d’abreuvement utilisé consistait en des
buvettes, mais a partir de la phase de croissance des abreuvoirs linéaires ont été mis en place,
chaque lot disposait de 3 abreuvoirs. Durant toute la période d’élevage, I’eau était fournie ad

libitum.
I.7. Programme sanitaire d’élevage

Les différents actes de prophylaxie et de traitements appliqués durant 1’essai sont reportés

dans le tableau ci-dessous :

Tableau 8 : Programme de traitements prophylaxie et appliqué durant 1’essai

Age en jour Vaccinations et traitements Mode
d’administration
1 Anti-stress (Vitamine C) Eau de boisson
7 Vaccination contre la maladie de Newcastle et la Eau de boisson

bronchite infectieuse + anti-stress (Vitamines AD;E+C)

14 Vaccination contre la maladie de Gumboro + anti-stress Eau de boisson
(Vitamines AD3E+C)
21 Rappel de vaccination contre la maladie de Newcastle et Eau de boisson
la bronchite infectieuse + anti-stress (Vitamines
AD3;E+C)
22 Anticoccidien (Sulfaméthoxazole) Eau de boisson
31 Anti-stress (Vitamines + néoxyvital) Eau de boisson
47 Traitement antibiotique (Amoxicilline) a dose pulsatile Eau de boisson

(20 mg/ kg /jr) pendant 5 jours que pour le lot témoin
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1. Méthodes

I1.1. Evaluation des performances zootecheniques
11.1.1. Poids vif
En vue d’apprécier I’évolution du poids vif, des pesees ont été effectuées a Ji, Jos, Jas €t Jgs.

Pour effectuer cela nous avons procédé a des pesées (voir figure 16) (30 sujets pris de
facon éparpillée de chaque lot) a I’aide d’une balance électronique (0-5 Kg), leur poids total a
été divisé par leur effectif (30) pour obtenir le poids individuel de chaque sujet. Ce dernier a
été ensuite multiplier par 1’affectif total du lot, ce qui nous a permis d’obtenir le poids moyen
du lot.

Poids moyen du lot (g) = Poids individuel (g) x Effectif total du lot

Figure 16 : Réalisation de la pesée (photo personnelle)

11.1.2. Gain de poids

Le gain de poids est estimé par différence entre le poids vif moyen final et initial de la

période considérée.

Gain de poids (g) = Poids vif moyen final (g) — Poids vif moyen initial (g)

11.1.3. Ingéré alimentaire

La quantité d’aliment consommé est calculée pour chaque phase a Ji, Jos, Jss et Jes, par
différence entre la qualité d’aliment distribuée en début et le refus mesuré a la fin de chaque

phase.

Ingéré alimentaire (g) = Quantité d’aliment distribué (g) — Refus (g)
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11.1.4. Indice de consommation

L’indice de consommation (IC) est le rapport de la consommation sur le poids vif. Dans

cette étude I’IC a été calculé a J1, Jos, Jus et Jg3 en appliquant la formule suivante :

Indice de consommation = Ingéré alimentaire (g) — Poids vif (g)

11.1.5. Indice de conversion

L’indice de conversion (IC) est le rapport de la consommation sur le gain de poids. Dans cette

étude I’IC a été calculé a Jy, Jos, Jus et Jg3 €n appliquant la formule suivante :

Indice de conversion = Ingéré alimentaire (g) — Gain de poids (g)

11.1.6. Taux de mortalité

La mortalité a été enregistrée chaque jour durant toute la période de 1’essai. Le taux de
mortalité est le rapport du nombre de sujets morts enregistré sur I’effectif total de démarrage,
exprimé en pourcentage (%).

Nombre de poulets morts

Taux de mortalité (%) = x 100

Effctif présents au démarrage

11.1.7. Pesée du foie

Afin d’apprécier ’effet de ’asséchant de litiere sur le degré de synthése ; le foie étant

I’organe chargé de celle-ci, nous a mené a sa pesee.

Pour cela, apres avoir sacrifié et autopsié 20 sujets (a raison de 10 sujets par chaque lot),
leurs foies ont été récupérés afin d’effectuer les pesées a 1’aide d’une balance électrique. Les

autopsies des 20 sujets et les pesées de ces derniers ont été réalisées a Jos et a Jys.
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Figurel7 : Reéalisation de la pesée des foies Figure 18 : Réalisation de la pesée des foies
du lot témoin (Photo personnelle) du lot expérimental (Photo personnelle)
11.1.8. Analyse statistique

- Les présentations graphiques sont réalisées a 1’aide d’un logiciel Microsoft Office
Excel 2010.

- Le traitement statistique des données par 1’application des tests non paramétriques, le
test de Wilcoxon signé bilatéral, le test de Wilcoxon signé unilatéral a droite,
unilatéral a gauche, le test de Fisher et de Student pour comparer les poids vifs, les
gains de poids, les ingérés alimentaires et les indices de consommation et de
conversion entre les deux lots.

- Les moyennes et les écarts types pour ’homogénéité pondérale des deux lots.

- Le test d’écart réduit (test Z) pour comparer les taux de mortalité entre les deux lots (le

seuil de signification pour tous les tests est d’au moins 5%).
Le traitement statistique a été fait a I’aide du logiciel XLstat version 2016.02.28451.
I1.2. Evaluation des parameétres d’ambiance
11.2.1. Mesure du taux d’ammoniac

Afin d’apprécier ’effet du bio-activateur que nous avons testé sur le taux d’ammoniac
présent, nous avons effectué une évaluation de ce taux a Jos et & J45 au moyen de bandelettes a
ammoniac pour chaque lot (voir figure 19). Pour effectuer cela, les bandelettes a ammoniac
ont été trompées dans de I’eau distillée pendant quelques secondes puis retirées, elles ont été
ensuite exposées au prét de la litiere de chaque lot (& environ 5 cm de la litiere) pendant 30
secondes. Un virage de couleur sera apparent sur la bandelette, en fonction de I’intensité de ce
virage et en se référant aux valeurs standards correspondant a la couleur apparente nous avons

pu apprécier le taux d’ammoniac présents dans chaque lot (voir figure 20).
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Figure 19 : Evaluation du taux d’ammoniac Figure 20 : Virage de la coloration de la
(Photo personnelle) bandelette (Photo personnelle)

11.3. Score lésionnel des sacs aériens

Afin d’apprécier I’impact de 1’asséchant de litiére sur le développement des pathologies
respiratoires, nous avons effectué un scoring Iésionnel des sacs aériens de poulets de chaque
lot.

Les poulets qui ont servi & I’appréciation de ce scoring ont été choisis aléatoirement a
raison de 10 poulets sains par lot. Le sacrifice a été réalisé & J,s et Js5 au laboratoire de
Pathologies aviaires de ’ENSV ou ont éte également réalisees les autopsies (voir figures 21 et
22).

Les lésions observées pendant nos autopsies ont €té appréciées d'aprés un systeme de

points attribués en fonction du stade d'évolution de la Iésion, en se référant au tableau 9.

Tableau 9 : Valeurs des scores des sacs aériens en fonction de I’évolution de la 1ésion
(GOREN., 1978)

Etat des sacs aériens

0 SA sains (transparents)

1 SA modérément troubles (présence de fibrine)
2 SA opaques avec présence d’un exsudat

3 SA opagues avec exsudat en quantité importante
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Figure 21 : Aspect des sacs aériens lors de Figure 22 : Evaluation du score lésionnel

1’autopsie (photo personnelle des sacs aériens (photo personnelle)

I1.4. Score de la litiere

En vue d’apprécier la capacité d’asséchement de la litiére par le produit utilisé lors de
notre étude, nous avons procédé a I’évaluation du score de la litiere des deux lots (témoin et

expérimental) (voir figures 23 et 24).

Cela a été effectué a Jos et Jys, le score en question a été établi en se référant a un systéme

de points attribué¢ selon une observation personnelle en fonction de 1’état de la litiere (voir
tableau 10).

Figure 23 : Evaluation du score de la litiére Figure 24 : Evaluation du score de la litiére
dans le lot expérimental (photo personnelle) dans le lot témoin (photo personnelle)

Tableau 10 : Valeurs des scores de la litiere en fonction de son état

Etat de la litiere

0 Seche et non croutée
1 Seche et croutée

2 Humide et non croutee
3 Humide et croutée
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11.5. Analyses microbiologiques

11.5.1. Recherche des Escherichia coli, des Salmonelles et résistance aux
antibiotiques

11.5.1.1. Echantillonnage et prélévement

Les prélevements de poulets qui ont servi a la recherche des E. coli et des Salmonelles, ont
été effectués a Jos et a Jgs, vingt (20) poulets sains (10 de chaque lot) ont été choisis
aléatoirement pour chaque période.

Les sujets prélevés ont été ensuite acheminés au laboratoire de « Pathologies aviaires » de

I’ENSV pour effectuer les autopsies ainsi que les différentes analyses (voir figure 25).

L’organe qui a fait I’objet de cette recherche est : le foie.

Figure 25 : Poulets destinés au sacrifice et aux analyses microbiologiques
(Photo personnelle)

11.5.1.2. Autopsie

A leur arrivée, les poulets sont sacrifiés par saignée, puis autopsiés immédiatement. Les
autopsies ont été effectuées sur une table métallique préalablement nettoyée et désinfectée a

I’eau de javel.
11.5.1.3. Milieux de culture

Les milieux de culture utilisés lors de notre expérimentation sont les suivants (voir
annexe):

e EPT (Eau Peptonnée Tomponnée) qui est un milieu de pré-enrichissement pour le

Salmonelles ; Bioscan, Algeérie.
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e BN (Bouillon Nutritif) c’est un milieu d’enrichissement pour les E. coli; Bioscan,
Algérie.

e SFB (Sélenite F Broth), milieu d’enrichissement pour les E. coli ; Bioscan, Algérie.

e Gélose Hektoen, milieu d’isolement pour les enterobacteéries ; Bioscan, Algérie.

e Milieu TSI (Triple Sugar Iron) ; Dimed, Algérie.

e Milieu Mueller Hinton utilisé pour la réalisation de I’antibiogramme, Institut pasteur
d’Algérie.

e Lagalerie API 20 E, pour I’identification biochimique ; BioMérieux, France.
11.5.1.4. Produits de laboratoire
Les produits de laboratoire et réactifs utilisés sont les suivants :

v Eau de javel, alcool 70°.

Eau physiologique 0,9%.

Huile de vaseline stérile, Institut Pasteur d’ Algérie.

Réactif Kovac's, Réactif VP1, Réactif VP2, Réactif TDA (Tryptophane Désaminase),

Institut Pasteur d'Algérie.

AN NI

v" Ecouvillons, Pipettes Pasteur, Disques d'antibiotiques (figure).

Figure 26 : Tubes de disques d’antibiotiques pour 1’antibiogramme (Photo personnelle)
11.5.1.5. Conduite expérimentale

Les différentes étapes de notre expérimentation sont regroupées dans le schéma

suivant :
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11.5.1.6. Bacteriologie

Apres avoir effectué les autopsies, la surface du foie a été flambée afin d’¢liminer la

contamination superficielle.

Nous avons suivi au cours de notre travail le protocol préconié par Guérin et Boissieu,
(2007) et qui est résumé dans les étapes suivantes :
a. Examen externe et préparation de I'animal ;
b. Exploration de la cavité oropharyngée et de la trachée ;
c. Dépouillement du cadavre ;
d. Ouverture du cadavre et évisceration, observation de la cavité thoraco-abdominale ;
e. Examen du tube digestif et de ses glandes annexes ;
f. Examen du coeur et de I'appareil respiratoire ;
g. Examen des appareils génital et urinaire ;
h. Examen des organes hémato-lymphopoiétiques ;
i. Examen du systéme nerveux ;

j. Examen de I'appareil locomoteur.

11.5.1.6.1. Isolement des germes recherchés
11.5.1.6.1.1. Isolement des Escherichia coli
11.5.1.6.1.1.1. Enrichissement

Le milieu d’enrichissement, tube de BN (Bouillon Nutritif), est inoculé par introduction
d’écouvillon préalablement introduit et imprégné dans le foie (\Voir figure 27). Le tube a été

ensuite incubé 18 a 24 h a 37 °C (Voir figure 28).
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Figure 28 : Inoculation des bouillons nutritifs par les écouvillons (Photo personnelle)
11.5.1.6.1.1.2. Ensemencement
On procéde a I'ensemencement par la technique d’épuisement, a partir du tube BN

contenant 1’écouvillon et incubé la veille. Une goutte de BN est ensemencée sur la gélose

Hektoen, puis une deuxieme incubation est pratiquée pendant 18 a 24 h a 37°C.

Figure 29 : Ensemencement des E. coli sur gélose Hektoen (Photo personnelle)

11.5.1.6.1.2. Isolement des Salmonelles
11.5.1.6.1.2.1. Pré-enrichissement

Le milieu de pré-enrichissement, tube d’EPT (Eau Peptonnée Tomponnée), est inoculé par
introduction d’écouvillon préalablement introduit et imprégné dans le foie. Le tube a été

ensuite incubé 18 a 24 h a 37 °C (figure 30).

11.5.1.6.1.2.2. Enrichissement
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Le milieu d’enrichissement SFB (Sélénite F Broth), est inoculé a partir du tube
contenant I’EPT incubé la veille, en introduisant 1 ml d’EPT dans le tube de SFB, puis une

deuxieme incubation est pratiquée pendant 18 & 24 h a 37°C.

Figure 30 : Incubation des tubes SFB pendant 18 a 24 h a 37°C (Photo personnelle)

11.5.1.6.1.2.3. Ensemencement

On procede a l'ensemencement par la technique d’épuisement, a partir du tube SFB.
Une goutte de SFB est ensemencée sur la gélose Hektoen, puis une troisieme incubation est

pratiquée pendant 18 a 24 h a 37°C.

i

Figure 31 : Incubation des boites de pétri aprés ensemencement (Photo personnelle)

11.5.1.6.2. ldentification des germes recherchés

Cette étape concerne l'identification microbiologique. Elle permet d'orienter

l'opérateur vers une classe bien définie de bactéries. Elle met en ceuvre les réactions suivantes
11.5.1.6.2.1. Identification morphologique

11.5.1.6.2.1.1. Identification morphologique des E. coli

Sur le plan macroscopique, elle repose sur I’observation de petites colonies, rondes de
coloration jaune saumon avec virage de la couleur de la gélose Hektoen du vert vers le rose

orangé (voir figure 32)
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Figure 32 : Aspect des colonies E. coli sur gélose Hektoen aprés incubation (Photo
personnelle)

11.5.1.6.2.1.2. ldentification morphologique des Salmonelles

Sur le plan macroscopique, elle repose sur I’observation de colonies rondes, vertes avec

centre noir sur une gélose gardant sa coloration verte.

11.5.1.6.2.2. Identification biochimique
11.5.1.6.2.2.1. Test des trois sucres (TSI)

Ce test permet de mettre en évidence 1’utilisation du glucose, la production d’H>S et du gaz

par ces bactéries.

La fermentation du glucose induit (le virage au jaune au niveau du culot) du lactose
(coloration jaunatre au niveau de la pente), du saccharose (coloration jaunatre au niveau de la
zone intermédiaire) et la production de H,S qui colore le milieu en noir qui est due a la

formation du sulfure de fer (voir figure 33).

Technique : Un tube de milieu TSI (Triple Sugar Iron) est ensemencé a partir d’une
colonie (en stries sur la pente puis en piqQre centrales profonde dans le culot), le tube ne sera
pas vicé complétement, il sera ensuite incubé 18 heures a 37°C.
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Figure 33 : Tubes TSI avant et apres ensemencement et incubation (Photo personnelle)
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Virage au jaune — > saccharose +
Intermeédiaire
—»  Couleur reste rouge  —» saccharose —

Virage au jaune — glucose +
Culot ><_’
—> Couleur reste rouge glucose —
Noircissement du milieu — production d'H,S
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Figure 34 : Tubes TSI aprés incubation 18h a 37 °C (Photo personnelle)
Glucose +, Saccharose + , Lcalose + , Production de gaz +, Prduction d’H>S -

11.5.1.6.2.2.2. Identification biochimique par galerie API 20 E
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a) Objectif :
La galerie API 20 E est un systeme standardisé pour l'identification des Enterobacteriaceae
et autres bacilles a Gram négatif non fastidieux, comprenant 20 tests biochimiques

miniaturisés, ainsi qu'une base de données.

b) Principe :

La galerie comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les
microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue le test indiqué par
un sigle au-

dessus du microtube.

Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages
colorés spontanément ou révélés par 1I’addition de réactifs (voir figure 35). La galerie API 20
E permet d'identifier les caractéres suivants :

1) Test de la p-galactosidase (ONPG) :

Pour que le lactose soit utilisé par les bactéries, il doit étre scindé par des enzymes
intracellulaires, les béta-galactosidases. Ces enzymes sont spécifiques de la liaison béta-1,4-

osidique et elles hydrolysent le lactose en glucose et galactose.

Pour qu'une bactérie utilise le lactose, il faut que le lactose puisse pénétrer dans la
cellule. Cette pénétration nécessite une autre enzyme, la béta-galactoside perméase. Si cette
enzyme est déficiente ou absente, une bactérie potentiellement capable d'utiliser le lactose
(possédant une béta-galactosidase) ne pourra exprimer ce caractere et paraitra lactose négatif.

Le but de ce test est d'étudier I'existence d'une galactosidase chez le germe, donc la
possibilité de la fermentation effective du lactose, indépendamment de la perméase
bactérienne, a l'intérieur de la cellule, 'ONPG (Ortho-Nitro-Phényl Galactoside) est scindé
par la galactosidase en galactose et en orthonitrophénol de coloration jaune.

Dans un tube contenant 1 ml d'eau physiologique, on réalise une suspension
bactérienne, a partir d'une gélose nutritive (bactéries jeunes), puis on ajoute un disque
d'ONPG et on incube a 37°C pendant 18-24 heures. La réaction positive se traduit par une
coloration jaune citron due a la libération d'orthonitrophénol.

Sur la plaque API 20 E, le microtube contient un substrat dONPG, donc on inocule

seulement la suspension bactérienne.
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Toutes les bactéries possédant une béta-galactosidase présentent un test ONPG positif.
Cependant, certaines bactéries dépourvues de béta-galactosidase peuvent hydrolyser 'ONPG
grace a une autre enzyme appelée ONPGase. La dénomination de "test ONPG" est donc plus
correcte que la dénomination de “recherche de la béta-galactosidase".

2) Test de lysine décarboxylase (LDC), ornithine décarboxylase (ODC) et de
I'arginine dihydrolase (ADH) :

La décarboxylation de la lysine produit de la cadavérine. La L-ornithine est
décarboxylée en putrescine et I'arginine est décarboxylée en agmatine puis hydrolysée en

putrescine.

La recherche de ces enzymes, dont Il'action est favorisée en milieu acide, et qui
forment des substances alcalines a partir des acides aminés, n'est effectuée que pour des
bactéries a métabolisme fermentatif. Cette activité décarboxylasique peut servir a distinguer
divers sérotypes de Salmonella et a identifier d'autres membres de la famille des

Enterobacteriaceae.

Dans un premier temps, l'acidification du milieu, due a l'utilisation du glucose,
entraine une coloration jaune, puis, si l'un des acides aminés est utilisé, I'ammoniac ainsi

formé alcalinise le milieu, d’ou apparition d'une coloration rouge (rouge de phénol).

Remarque : Dans la galerie APl 20 E, un tampon acide remplace l'acidification due a la
fermentation du glucose, d'ou une sensibilité plus grande.

3) Test du citrate (CIT) :

Certaines bactéries sont capables d'assimiler le citrate, c'est-a-dire capables d'utiliser le
citrate comme unique source de carbone et d'énergie. Ces bactéries possedent une citrate

perméase et les enzymes du catabolisme du citrate.

De telles bactéries sont capables de croitre sur un milieu synthétique, le milieu au
citrate de Simmons, dont l'unique source de carbone est le citrate de sodium. Ce milieu
contient également des sels d'ammonium comme unique source d'azote et du bleu de
bromothymol comme indicateur de pH. Initialement, le pH du milieu est de 7,0 et, a un tel

pH, le bleu de bromothymol a une teinte verte.
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L'utilisation de citrate se traduit par la libération des ions OH™ (négatifs) qui

alcalinisent le milieu, en faisant virer la couleur verte du bromothymol au bleu.

4) Test de la production d*hydrogéne sulfure (H,S) :

L'hydrogéne sulfuré peut étre formé par le métabolisme des acides aminés soufrés
(méthionine, cystéine, cystine) ou par la réduction de composés oxydés du soufre comme le
thiosulfate. Seule la réduction du thiosulfate est envisagée ci-dessous.

La réduction du thiosulfate par une thiosulfate réductase conduit a la formation de
sulfate et d'hydrogene sulfuré. En présence de sulfate de fer, I'nydrogene sulfuré donne un

précipité noir de sulfure de fer.
5) Test de ’urée (URE) :

Le principe de ce test est illustré précédemment. Sur la plaque API 20 E, on inocule
seulement la suspension bactérienne dans le microtube (URE).

6) Test de la Tryptophane désaminase (TDA) :

La tryptophane désaminase désamine le tryptophane pour donner de l'acide indole-
pyruviqgue dans le milieu urée-indole. En présence de perchlorure de fer (réactif TDA) et en
milieu acide, I'acide indole-pyruvique donne un composé de couleur brun foncé, presque

noire.

Remarque : Dans une galerie APl 20 E, le milieu urée-indole est remplacé par de I'eau

peptonée enrichie en tryptophane.

7) Test de I’indole (IND) :

Le principe de ce test est expliqué précédemment. Sur la plaque API 20 E, on inocule

seulement le microtube (IND) par la suspension bactérienne.

Remarque : Dans une galerie APl 20 E, le milieu urée-indole est remplacé par de l'eau

peptonée enrichie en tryptophane.

8) Test de Voges-Proskauer (VP) :
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Les réactions de Voges-Proskauer (VP) permettent I'étude des dérivés de l'acide

pyruvique.

Le glucose, utilisé par les bactéries, est dégradé en acide pyruvique qui est un
intermédiaire clef du métabolisme des glucides. Selon les bactéries, I'acide pyruvique peut
étre completement oxydé ou étre le point de départ de diverses voies fermentaires conduisant
a une trés grande variété de composants finaux dont la nature est caractéristique du type

fermentaire :

La fermentation acide mixte conduit a la production d'acide formique, d'acide
acetique, d'acide lactique, d'acide propionique, d'acide succinique, de dioxyde de carbone,
d'hydrogene, d'éthanol, etc. La fermentation acide mixte provoque une acidification

importante d'un milieu
glucosé.

Le test VP permet de caractériser I'acétoine sur le milieu Clark et Lubs. En présence
d'oxygene et d'une base forte (soude 4M ou potasse 4M), I'acétoine est oxydée en diacétyle
qui forme un complexe coloré en rose en réagissant avec une fonction amine d'un groupement
guanidyle des protéines. La réaction est plus sensible et plus rapide en présence d'alpha-

naphtol.

Remarque : Le milieu utilisé dans une galerie APl 20E est un milieu de Clark et Lubs
modifié dans lequel le glucose est remplacé par de l'acide pyruvique, ce qui permet de lire le

test apres 24 heures d'incubation.

9) Test de diffusion du pigment noir (GEL) :

La technique rapide gélatinase de Kohn-Lautrop consiste & faire attaquer par la
bactérie a étudier un fragment de gélatine dans lequel on a préalablement inclus du charbon de
bois finement pulvérisé (gélatine dénaturée au charbon). La gélatinase, éventuellement
produite par le germe, désagréege la gélatine et libere le charbon de bois qui diffuse dans tout

le milieu.

L'hydrolyse de la gélatine se traduit par la libération de particules de charbon de bois

qui colorent le milieu en noir.
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Pour les neuf tests restants de la galerie, ils concernent 1’étude de 1'acidification des
glucides et dérivés. Ces tests recherchent la capacité d'un germe a utiliser, par voie oxydative
ou fermentative, un substrat carboné, avec production de métabolites acides (production faible
pour les bactéries a métabolisme oxydatif, production importante pour les bactéries a

métabolisme fermentatif).

Oses : arabinose (ARA), glucose (GLU).
Dérivés des oses : amygdaline (AMY), mannitol (MAN), rhamnose (RHA), sorbitol (SOR).
Diholosides : melibiose (MEL), saccharose (SAC).

Molécule organique cyclique : inositol (INO).

L'utilisation du substrat carboné conduit & une acidification du milieu, révélée par un

indicateur de pH, le bleu de bromothymol.

La fermentation commence dans la partie inférieure du tube, I'oxydation débute dans

la partie supérieure.

c) Mode opératoire :

c-1. Préparation de la galerie :

. Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau

distillée ou déminéralisée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide ;

o Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite ;
o Sortir la galerie de son emballage ;
J Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation.

C-2. Préparation de I’inoculum :

. Ouvrir une ampoule contenant 5 ml d’eau physiologique stérile ;
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o Prélever des colonies sur le milieu TSI, en utilisant des cultures jeunes de 18-24 h a

I’aide d’une pipette Pasteur ;

o Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries

dans le milieu. Cette suspension doit étre utilisée extemporanément.

c-3. Inoculation de la galerie :
o Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a 1’aide de la méme
pipette. Pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de la pipette sur

le coté de la cupule, en inclinant 1égérement la boite d’incubation vers 1’avant ;
- Pour les tests CIT, VP et GEL, remplir tube et cupule.

- Pour les autres tests, remplir uniquement les tubes (et non pas les cupules).

- Pour les tests ADH, LDC, ODC, H,S et URE, créer une anaérobiose en remplissant les
cupules d’huile de paraffine.
° Refermer la boite d’incubation ;

. Incuber a 35-37°C pendant 18 a 24 heures.

Figure 35 : Inoculation de la galerie Api 20 E a l'aide d’une
seringue stérile (Photo personnelle)

d. Lecture de la galerie :

Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de
lecture apres addition des réactifs suivants :
X Une goutte de réactif TDA au test TDA ;
X Une goutte de réactif James au test IND ;
X2 Une goutte de réactif VP1 et VP2, et attendre au minimum 10 mn, au test VVP.
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e. Interprétation de la galerie :

L’identification est obtenue a partir du profil numérique qui est déterminé sur la fiche
de résultats. Les tests sont séparés par groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est indiquée
pour chacun. La galerie API 20 E comportant 20 tests, en additionnant a I’intérieur de chaque
groupe les valeurs correspondant a des réactions positives, on obtient 7 chiffres.
1éme

La réaction d’oxydase, qui constitue le 2 test, est affectée de la valeur 4 lorsqu’elle

est positive. Alors I’identification est faite a 1’aide de :

4 Catalogue analytique, en recherchant le profil numérique dans la liste des profils ;

v Logiciel d’identification API web™, en entrant manuellement le profil & 7 chiffre.

Figure 36 : Galerie API 20 E apres incubation 18 h a 37°C et apres ajout des réactifs (Photo
personnelle)

11.5.1.6.3. Antibiogramme

La sensibilité aux antibiotiques est déterminée par la méthode de I’antibiogramme
standard ou la méthode de diffusion des disques sur milieu solide (Muller-Hinton, Institut
Pasteur d’Algérie), selon les normes NCCLS (National Comittee For Clinical Laboratory

Standards) qui est recommandée par I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé).

Tableau 11 : Liste des antibiotiques testés pour 1’antibiogramme

Beétalactamines Amoxicilline/Ac 20/10 g AMC 30 Liofilchem,
clavulanique Italie
Ampicilline 10 pg AMP 10

Phénicolés Chloramphénicol 30 ug C30

Polypeptides Colistine 10 ug CL 50

Aminosides Néomycine 30 ug K 30
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Gentamicine 10 ug GEN™ Hemedia,
Sulfamides Triméthoprime- (25) ug COT® Maroc
sulfaméthoxazole
Furanes Nitrofurantoine 300 ug F 300
Cyclines Tétracycline 30 ug TE 30
Quinolones Acide nalidixique 30 ug NA 30
Enrofloxacine 5 ug LES

11.5.1.6.3.1. Principe

La méthode de diffusion, ou antibiogramme standard, est la plus utilisée par les
laboratoires de diagnostic. Des disques de papier buvard, imprégnés d’antibiotiques a tester,
sont déposés a la surface d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure

de la souche a étudier.

Dés l'application des disques, les antibiotiques diffusent de maniére uniforme, si bien
que leurs concentrations sont inversement proportionnelles a la distance du disque. Apres
incubation, les disques s'entourent de zones d'inhibition circulaires correspondant a une

absence de culture.

Lorsque la technique est parfaitement standardisée, les diametres des zones

d'inhibition dépendent uniquement de la sensibilité du germe.

11.5.1.6.3.2. Technique :
La gélose (Mueller Hinton) est coulée la veille en boites de Pétri stériles, sur une
épaisseur de 4 mm ; les géloses sons séchées avant I’emploi.

A- Inoculum :

R/

<> A partir d’une culture pure de 18 heures sur milieu d’isolement, racler a 1’aide d’une

anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques ;

<> Décharger 1’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9% ;

7

X Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5
Mc Farland ;

X L’inoculum peut étre ajusté, en ajoutant soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de

I’eau physiologique stérile s’il est trop fort ;

80




Objectifs, Mateériels et Méthodes

X L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de
I’inoculum.

B- Ensemencement :
X Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ;

X L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de

le décharger au maximum ;

0,

X8 Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries

serrées ;

> Répéter I’opération trois fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la

périphérie de la gélose.

N.B : Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger I’écouvillon a

chaque fois.

C- Application des disques d’antibiotiques :

0,

X2 Il ne faut pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90 mm de

diametre comme indiqué dans le tableau et illustré dans la figure :

Tableau 12 : Disques d’antibiotiques contenus dans chaque boite de pétri
Boites Les disques d’antibiotiques
1 AMC, AMP, LE, GEN, K, CTX

2 COT, TE,NA,CL,F, C

0,

<> Les disques d’antibiotiques doivent étre espacés de 24 mm, centre a centre ;

<> Presser chaque disque d’antibiotique a 1’aide de pinces pour s’assurer de son
application. Une fois appliqué, le disque ne doit pas étre déplacé (voir figure 37)
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Figure 37 : Application des disques imprégnés d’antibiotiques sur gélose Mueller Hinton

(Photo personnelle)

Figure 38 : Boite de pétri contenant les disques d’antibiotiques (Photo personnelle)

D- Incubation :

<& 18 heures a 35°C ;

®,

<> La durée d’incubation peut étre prolongée dans certains cas : oxacilline, glycopeptides
et aminosides.
11.5.1.6.3.3. Lecture :

0,

> Mesurer avec précision les diameétres des zones d’inhibition a ’aide d’un pied a

coulisse métallique, a I’extérieur de la boite fermée ;

X Comparer ces résultats aux valeurs critiques des diameétres des zones d'inhibition et des
CMI des entérobactéries, figurant dans les tables de lecture de standardisation de
I’antibiogramme a I’échelle nationale Médecine humaine et vétérinaire (2011);

R/

<> Classer la bactérie dans I’une des catégories : Sensible, Intermédiaire ou Résistante.
11.5.1.6.4. Recherche des souches BLSE

Les bactéries productrices de B-lactamaes a spectre élargi constituent un groupe de bactéries
possédant des enzymes qui ont la propriété commune de conférer la résistance a la majorité des béta-
lactamines par hydrolyse de ces antibiotiques, et qui sont inhibées par des inhibiteurs des B-lactamases
tels que I’acide clavulanique (BUSH et al., 1995).

Leur dissémination coincide avec I’utilisation d’antibiotiques a large spectre tels que les
céphalosporines et les quinolones. Les bactéries productrices de BLSE peuvent occasionner

des infections hospitalieres et communautaires.
82



Objectifs, Mateériels et Méthodes

Les souches concernées par cette recherche sont celles ayant subi au prealable un
antibiogramme et se sont avérées résistantes ou intermédiares aux céphalosporines de 3™
génération. Dans notre étude, nous avons testé la sensibilité de toutes les souches isolées a une
caphalosporine de 3°™ génération & savoir : le Céfotaxime, et celles qui se sont avérées
résitantes c’est-a-dire ayant eu un diamétre de zone d’inhibition < a 27 mm pour cette
molécule, ont subi des tests microbioogiques de confirmation décrits par le CLSI (Clinical
Laboratory Standards Institute), a savoir :

11.5.1.6.4.1. Test de double synergie

Ce test consiste a disposer au tour d’un disque d’Amoxilline/ Acide clavulanique (AMC)
sous forme de croix 4 disques d’antibiotiques appartenant a la famille des B-lactamines sur la
gélose Mueller-Hinton préalablement ensemencée par la souche en question. Pour la
recherche que nous avons effectuée, les antibiotiques utilisés sont :

- Le Céfotaxime (CTX) 30.

- La Ceftazidime (CAZ) 30.

- La ceftriaxone (CRO) 30.

- L’Aztréonam (AT) 30.

La distance entre les disques contre a centre est comprise entre 15 et 19 mm (Voir figure
39). Apres application des disques, on incube pendant 24 h a 37 °C.

Les souches confirmées productrices de BLSE auront des diameétres des zones
d’inhibtion :

- <a26 mm pour le Céfotaxime (CTX).

- <a23 mm pour la Ceftazidime (CAZ).

- <a26 mm pour la ceftriaxone (CRO).

- <a28 mm pour ’Aztréonam (AT).

Figure 39 : Disposition des disques d’antibiotiques pour le tests de synergie.
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11.5.1.6.4.2. Double disque
Il consiste a déposer un disque d’Amoxilline/ Acide clavulanique (AMC) et de
Ceftazidime (CAZ) sur une gélose Mueller-Hinton préalablement ensemencée par la souche
suspectée, la distance entre les deux disques est de 30 mm centre a centre. Une heure apres on
remplace le dique de I’AMC par un disque de CAZ et on incube 24 h a 37 °C.

Ce test est décrit par Jarlier et al., 1988, il est basé sur la mise en évidence d’une
restauration de I’activité des céphalosporines de 3éme génération en présence d’un inhibiteur
enzymatique (Acide clavulanique).

Les souches confirmées productrices de BLSE sont celles qui auront un diamétre de zone
d’inhibition de ’AMC < a5 mm par rapport au diametre de la zone d’inhibition de la CAZ
(\Voir figure).

Figure 40 : Test de double disque de BLSE positif

11.5.1.6.5. Analyse statistique
Le traitement statistique des données et les présentations graphiques sont réalisés a I’aide d’un logiciel
Microsoft Office Excel 2010. Pour la comparaison des résultats nous appliquons les tests non
paramétriques, le test Chi deux ()), la correction de Yates et le test exact de Fisher (le seuil de

signification est d’au moins (5%).

Remarque : Nous comparons nos résultats a chacune des autres études et non pas les études entre elles.

11.5.2. Dénombrement bactérien
La culture et le dénombrement bactérien ont ét¢ effectués dans le laboratoire d’HIDAOA de ’ENSV.
Il consiste en le comptage de colonies en milieu solide apres incubation.
11.5.2.1. Les germes dénombreés et leurs échantillonnages
Les germes dénombrés sont les coliformes totaux, fécaux et les Escherichia coli qui sont des bactéries
naturellement résidentes (flore commensale), mais qui peuvent éventuellement contenir des espéces
pathogenes qui seraient responsables de maladies. La Flore Aérobie Mésophile Totale (FAMT) a

également fait I’objet de cette étude dans le but d’apprécier la qualité sanitaire et hygiénique de la viande.
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11.5.2.1.1. Les coliformes totaux, fécaux et les E. coli

— Les coliformes totaux (thermoreésistants) incluent 1’étude de 1’ensemble des entérobactéries
fermentant le lactose, ce sont des batonnets, a Gram négatif, aero-anaerobis facultatifs
et non sporulés. il s’agit d’un groupe comprenant principalement les germes : Escherichia,
Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, bien que le genre Serratia fermente trés lentement le
lactose il est aussi inclut a ce groupe. A I’exception de quelques biotypes d ’E. coli qui sont peu
dangereux et jamais entéropathogenes.

— Les coliformes fécaux (ou thermotolérants) : sont capables de se développer a 44 °C, cette
catégorie inclut essentiellement les E. coli mais aussi d’autres espéces bactériennes.
La distinction entre les coliformes totaux et fécaux est liée a la seule température d’incubation
qui est de 30 a 37 °C pour les coliformes totaux, et de 44 a 44,5 °C pour les coliformes fécaux.

— Les Escherichia coli : ’étude des E. coli est aussi intéressante en soi de par I’existence de
souches specifiques entéropathogenes. 11 s’agit d’une entérobactérie lactose +, gazogene et
indogene qui est un héte normal de Iintestin des poulets et tres abondante dans les matiéres
fécales (Guiraud et Rosec., 2004).

Nous avons procédé au dénombrement de tous ces germes en vue d’apprécier d une part leur quantité
en se référant au seuil de leur acceptation préconisé par la NF V 08-060 de I’AFNOR, car lorsqu’ils sont
en nombre tres élevé et en extension invasive ils seront a 1’origine de diverses pathologies. Et d’autre
part, de comparer la quantité présente dans les fientes des sujets appartenant au lot témoin et au lot
expérimental pour en déduire I'impact de I’asséchant de la litiére la dessus.

Pour les dénombrer, nous avons pris 25 g de fientes récoltées de chacun des lots témoin et
expérimental (Figures 41 et 42), les fientes ont été récoltées de différents endroits afin de cibler le

maximum de sujets. Le prélevement a eu lieu a jss.

Figure 41 : Pesée des fientes du lot témoin Figure 42 : Pesée des fientes du lot expérimental

(Photo personnelle) (Photo personnelle)
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11.5.2.1.2. La Flore Aérobie Mésophile Totale (FAMT)

Le dénombrement de la flore totale représente un indicateur reconnu comme indice d’une mauvaise
qualité hygiénique et donc ayant une visée sanitaire, contrairement a celui des germes spécifiquement
ciblés qui représente un marqueur de la présence de germes pathogenes.

Ce dénombrement qui est donc une étude quantitative qui présente un grand intérét au niveau
industriel, dans la mesure ou ¢a nous permet de mettre en évidence une mauvaise qualité hygiénique
generale de la viande. Cette flore est constituée d’un ensemble de micro-organismes variés ont une
répercussion d’un point de vue qualitatif (altération de la viande) et hygiénique (santé du consommateur)
qu’au-dela d’une certaine quantité préconisée par la NF V 08-100 de I’AFNOR, ce qui nous a mené a la
denombrer (Guiraud et Rosec., 2004).

Et donc son analyse microbiologique permet de déterminer :

- Laqualité hygiénique qui caractérise le risque pour la santé du consommateur.

- Laqualité commerciale qui caractérise I'existence ou le risque d'altération.

- L'étude spécifique de la flore totale apporte des informations sur la salubrité du
produit.

- le reflet d’éventuelles mauvaises conditions d'hygi¢éne générale.

Pour la dénombrer, nous avons prélevé 259 de viande (bréchet) issue de 10 sujets différents, et cela
pour chaque lot. Le prélévement a eu lieu au moment des autopsies a Jss, sa surface a été flambée pour
¢liminer les contaminations superficielles et prélevée aseptiquement autour d’un bec bunsen a I’aide

d’une pince a dents de souris et d’un bistouri préalablement désinfectés (\Voir figure 43).

Figure 43 : Préléevement de la viande (bréchet) destinée au dénombrement de la FAMT
(Photo personnelle)
11.5.2.2. Les milieux de culture utilisés

— Les coliformes totaux et fécaux
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Le milieu que nous avons utilisé est la gelose VRBL (Gélose au cristal violet, au rouge
neutre, & la bile et au lactose) (Institut Pasteur d’Algéric) que nous avons choisie en se
référant a la norme NF EN ISO 6887 (Voir sa composition en 1’annexe).

La réaction caractéristique de la poussée des coliformes est I’apparition de colonies roses a

rouges avec ou sans halo de précipitation apres incubation.
— Les E. coli

Le milieu utilisé pour le dénombrement des E. coli est la gélose TBX (Triptone Bile
Glucuronide) (Institut Pasteur d’ Algérie) préconisée par les normes 1ISO 16649-1 et 2.

La réaction caractéristique de la poussée des E. coli est I’apparition de colonies vert-bleues

apres incubation.
— La FAMT

Nous avons utilisé la gélose PCA (Plate Count Agar) pour la numérotation de la flore
aerobie mésophile totale dans la viande préconisée par la norme ISO 4833, qui est une gélose
« numération » glucosée a base de peptone de caséine et dont il existe diverses variantes

(présence d’extrait de levure ou d’extrait de viande ou mélange).

11.5.2.3. Préparation des dilutions
— Les coliformes totaux, fécaux et E. coli
e Nos échantillons de matiéres fécales des deux lots (témoin et expérimental) destinés
au dénombrement ont été récoltés a raison de 25 g chacun, ils ont été introduits chacun
aseptiqguement dans un flacon contenant 225 ml de diluant soit le TSE (Tryptone Sel
Eau) ¢’est-a-dire a raison d’un dixiéme 10™; ce qui représente la dilution mére (DM).
e Cela a été homogénéise manuellement pendant environ 5 minutes afin de dissoudre

complétement le produit a analyser dans le diluant (\Voir figure 44).
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Figure 44 : Les dilutions meéres des fientes du lot témoin et experimental
(Photo personnelle)

e Introduire aseptiquement a 1’aide d’une pipette en verre graduée 1 ml de la DM dans
un pot stérile contenant au préalable 9 ml de diluant TSE, cette dilution constitue alors
la dilution 102, mélanger au moyen d’un vortex pendant 1 min pour homogénéiser.

e Changer de pipette et prendre toujours aseptiquement 1ml de la dilution 107 et
I’introduire dans un pot stérile contenant au préalable 9 ml du méme diluant TSE, cette
dilution constitue & son tour la dilution 103, mélanger au vortex.

e Répéter la méme opération jusqu’a I’obtention de la dilution 10™° (voir figure 46).

Nous avons suivi la norme NF EN ISO 6887 pour effectuer les dilutions, ces derniéres

vont nous servir au dénombrement des : coliformes ainsi a celui des E. coli.

25gde

fientes +
225 ml oml TSE

TSE

102 103 10°® 105 10% 107 10® 10® 1010

DM
101

Figure 45 : Schéma expliquant la technique de dilutions décimales pour le dénombrement des
coliformes et des E. coli

Figure 46 : Les dilutions décimales des fientes (Photo personnelle)

— LaFAMT
e En se référant a la norme ISO 4833, nous avons prélevé 25 g de viande (bréchet)
appartenant a 10 sujets différents et ceci pour chaque lot. Les 25 g préleves ont été
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introduits aseptiquement dans un sachet « stomacher » stérile contenant 225 ml de
TSE, le tout a été disposé dans un malaxeur d’échantillons afin de procéder au broyage
et & la dissolution de la viande : cette solution présente la DM (10" (Voir figure 47).

\o—*

) &

Figure 47 : Les dilutions meres de la viande du lot témoin et expérimental

(Photo personnelle)

Introduire aseptiquement a 1’aide d’une pipette en verre graduée 1 ml de la DM dans
un pot stérile contenant au préalable 9 ml de diluant TSE, cette dilution constitue alors

la dilution 10, mélanger au moyen d’un vortex pendant 1 min pour homogénéiser
(\Voir figure 48).

Figure 48 : Homogeénéisation des dilutions au vortex (Photo personnelle)

e Changer de pipette et prendre toujours aseptiquement 1ml de la dilution 1072 et

I’introduire dans un pot stérile contenant au préalable 9 ml du méme diluant TSE, cette

dilution constitue & son tour la dilution 10, mélanger au vortex.

e Répéter la méme opération jusqu’a I’obtention de la dilution 10°® (voir figure 50).
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Sml TSE

103 10-% 105 10

101

Figure 49 : Schéma expliquant la technique de dilutions décimales pour le déenombrement de

la FAMT
p
J——— |
wi\ z’ E‘:a' 16’ e iz

Figure 50 : Les dilutions décimales de la viande (Photo personnelle)

11.5.2.4. Ensemencement et incubation

— Les coliformes totaux et fécaux

Le dénombrement a été réalisé sur gélose VRBL préalablement liquéfiée au bain-marie,
puis maintenue en surfusion a 45 °C. Pour I’ensemencement nous avons procédé par la

technique de I’inoculation dans la masse (en profondeur) :

e 1 ml de chaque dilution (de 10™ jusqu’a 10™) est déposé au centre d’une boite de pétri
posée bien a plat dans la zone de protection du bac bunsen.

e Couler dans chacune des boites de pétri environ 15 ml de la gélose VRBL, fondue,
refroidie et maintenue en surfusion.

e Mélanger soigneusement le milieu et I’inoculum par des agitations en (8) jusqu’a
homogénéisation, laisser refroidir les boites bien a plat jusqu’a solidification complete.
Retourner les boites et les incuber a 37°C pendant 24 h (les boites destinées au
dénombrement des coliformes totaux), et a 44°C pendant 24 h (pour celles destinees

au dénombrement des coliformes fécaux).
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— Les E. coli
e Le protocole est le méme que celui des coliformes fécaux préconisé par NF VV08-060,
réalisé a partir des mémes dilutions, a I’exception du milieu de culture utilisé qui est

en I’occurrence la gélose TBX (Voir figure 51).

Figure 51 : Ensemencement des coliformes totaux, fécaux et E. coli
(Photo personnelle)
— LaFAMT

Le dénombrement a été réalisé sur gélose PCA préalablement liquéfiée au bain-marie, puis
maintenue en surfusion a 45 °C. Pour I’ensemencement nous avons procédé par la technique

de I’inoculation dans la masse (en profondeur) :

e 1 ml de chaque dilution (de 107 jusqu’a 10) est déposé au centre d’une boite de pétri
posée bien a plat dans la zone de protection du bac bunsen.

e Couler dans chacune des boites de pétri environ 15 ml de la gélose PCA, fondue,
refroidie et maintenue en surfusion.

e M:¢élanger soigneusement le milieu et I’inoculum par des agitations circulaires
horizontales jusqu’a homogénéisation, laisser refroidir les boites bien a plat jusqu’a

solidification complete. Retourner les boites et les incuber a 30°C pendant 72 h.

11.5.2.5. Dénombrement des colonies

— Les coliformes totaux, fécaux et les E. coli

Aprés 24 h d’incubation, les colonies caractéristiques des coliformes sont roses a rouges, d’un
diamétre supérieur ou égal a 0,5 mm, et parfois entourées d une zone rougeéatre due a la précipitation de
la bile, alors que celles des E. coli sont rondes de coloration bleu-vert.

Retenir les boites contenant moins de 150 colonies et plus de 10 colonies au niveau de deux dilutions

SUCCESSIVES.
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Calculer le nombre N de coliformes par millilitre ou par gramme de produit en appliquant la formule

suivante :

ZC : Est la somme des colonies caractéristiques comptées sur les deux boites retenues.

d : est de la taux de dulution correspondant a la permiére dilution retenue.

Figure 52 : Boites contenant les colonies Figure 53 : Boites contenant les colonies

d’E. coli sur gelose TBX des 2 dilutions des coliformes sur gélose VRBL des 2
successives utilisées pour le dénombrement dilutions successives utilisées pour le
(Photo personnelle) dénombrement (Photo personnelle)
— La FAMT

Apres 72 h d’incubation, les colonies caractéristiques de la FAMT sont blanchétres & beige (\Voir
figure).

Il est impossible de compter une boite contenant plus de 300 colonies en raison d'un risque
d'erreur trop important, ces résultats sont donc rejetés. Les boites contenant moins de 30

colonies sont elles aussi écartées car elles sont trop rares et peuvent induire en erreur.

Calculer le nombre N de colonies par millilitre ou par gramme de produit en appliquant la formule

précédente.

Figure 54 : Aspect des colonies de la FAMT sur gélose PCA (Photo personnelle)

Le nombre final du dénombrement est exprime en Log;o UFC/ gramme d’échantillon.

JsL



93

Objectifs, Mateériels et Méthodes



Résultats et Discussions

l. Evaluation des performances zootechniques

1.1. Poids vif

Les valeurs moyennes du poids vif des lots mesurés a différentes phases d’élevage chez les
poulets appartenant au lot témoin et ceux appartenant au lot pulvérisé par le bio-activateur
« Enzyveba » sont reportées dans le tableau 13 et illustrées dans la figure 55.

Tableau 13 : Poids vif (Kg) des poulets appartenant au lot témoin et au lot expérimental a J,
J2s, Jas €t Je3

Jour Lottémoin Lotexpérimental Amélioration Test Wilcoxon Alpha
(KQg) (Kg) signé unilatéral a
gauche
J1 62,37 63,65
0,
s 9289 1029 973%  pvalue=0,181%  0.05
Jus 2166 2096,7 -3,20 % NS
Js3 3146 3721,4 15,47 %
P*< 0,05 S (Significatif) Seuil de signification = 0,05

P**> (0,05 NS (Non Significatif)

4000 |, Poids vif (Kg) 3721,4
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

21667096,7

62,37 63,65

J0 125 145 163

B Témoin M Expérimental

Figure 55 : Histogramme du poids vif (Kg) a Ji, Jos, Jus et Jg3 des poulets appartenant au lot
témoin et au lot expérimental

Nos résultats révelent qu’a Jo5 et qu’a Jgs : le poids vif du lot expérimental est supérieur a

celui du lot témoin, on note un poids de 1029 Kg et de 3721,4 Kg chez le lot expérimental
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contre un poids de 928,9 Kg et 3146 Kg chez le lot témoin avec une amélioration de 9,73% et

15,47% a Jos et & Jg3 respectivement.

Par contre, pendant la phase de croissance ¢’est-a-dire a Jss, N0OS résultats étaient en faveur
du lot témoin, nous avons enregistré un poids de 2166 Kg chez ce dernier contre 2096,7 Kg
chez le lot expérimental, il n’y a pas eu d’amélioration chez le lot expérimental au contraire

elle était négative et de -3,2%.

En revanche, le traitement statistique des résultats en utilisant le test de Wilcoxon signé
unilatéral a gauche (afin de montrer une éventuelle amélioration du lot expérimental) au seuil
de signification a 5%, montre une différence non significative (p-value= 0,181> 0,05) entre le
poids vif des deux lots, et ceci durant toutes les phases d’élevage. Ceci se traduit par le fait
que le bio-activateur « Enzyveba » n’ait pas amélioré significativement le poids vif des sujets
expérimentaux, bien que comme cité précédemment le poids vif du lot expérimental est plus

élevé a celui du lot témoin a Jos et Jga.

Apres avoir effectué des pesées par chaque deux sujets et afin de s’assurer de
I’homogénéité des poids vifs des deux lots pendant les différentes phases d’élevage, nous
avons calculé la moyenne et les écarts types avec les barres d’erreur, les résultats sont

présentés dans le tableau 14 et illustrés dans la figure 56.

Tableau 14 : Moyennes des poids vifs des lots témoin et expérimental a Jos, Jss et Jg3

Jour Lot témoin Lot expérimental
Jos 1,34 1,39
Jas 3,00 3,08
Js3 5,43 4,57
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Figure 56 : Moyennes et écart types des poids vifs des lots témoin et expérimental a Jos, J45 et
Je3

Les écarts types ainsi que les barres d’erreur relativement réduits des poids vifs des deux

lots a Jos, Juas €t Jg3, montrent une homogénéité pondérale des deux lots pendant toutes les

phases d’élevage.

Afin de comparer les moyennes des poids vifs entre les deux lots, nous avons appliqué le
test F de Fisher/ test bilatéral et cela pour les trois phases d’élevage (Jzs, Jas €t Jg3), Ce dernier
s’est avéré non significatif pour les trois phases (P> 0,05), ce qui nous a mené a appliquer le
test T de Student pour deux échantillons indépendants/ test bilatéral. Les résultats sont

représentés dans le tableau 15.

Tableau 15 : Comparaison entre les moyennes des poids vifs des deux lots

Jour  Lottémoin Lot expérimental F test Fisher T test Student
F p-value T p-value

Jos 1,34 1,39 1,086 0,879* -0,866  0,394*

NS NS 0,05
Jas 3,00 3,08 1,798 0,284* -0,565 0,576*

NS NS
Js3 5,43 4,57 1,203 0,734* 2,119  0,043**

NS S

P*< 0,05 S (Significatif) Seuil de signification = 0,05
P**> (0,05 NS (Non Significatif)

F : valeur observée du test Fisher T : valeur observée du test Student
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Comme le test de Student exige parmi ses conditions d’application une non signification
du test de Fisher, nous avons commencé par appliquer ce dernier qui a montré des différences
non significatives entre les moyennes de poids vifs des deux lots pendant toutes les phases
d’élevage (p-value= 0,879/ 0,284/ 0,734> 0,05 a Jss, Js5 €t Jg3 respectivement). Ceci nous

amené a appliquer le test de Student qui a révélé les résultats suivants :

- Pendant la phase de démarrage et de croissance (a Jos et Js5) : la différence entre les
moyennes des poids vifs entre les deux lots est statistiquement non significative (p-
value= 0,394 et 0,576> 0,05 respectivement), c’est-a-dire que jusqu’au 45°™ jour les
moyennes des poids vifs des deux lots sont identiques statistiquement.

- En phase de finition (& Je3) : le traitement statistique des moyennes du poids vif révele
une variation significative (p-value= 0,043< 0,05) et ceci en faveur du lot
expérimental ¢’est-a-dire qu’a Je3 (le jour de I’abattage) la moyenne du poids vif des
sujets expérimentaux est statistiguement élevée a celle de sujets témoins de 16,84 %.
Ceci S’explique par I’effet du bio-activateur «Enzyveba» qui a amélioré

significativement le poids vif de sujets expérimentaux le jour de I’abattage.

Dans nos conditions expérimentales, 1’utilisation du bio-activateur « Enzyveba » qui est
I’association d’un asséchant de litiére ainsi qu’un symbiotique (probiotique et prébiotique) et
sa pulvérisation réguliére sur la litiere n’a pas significativement modifié la croissance des
animaux jusqu’au 45°™ jour. L’absence de Peffet de I’addition d’un probiotique sur le poids
vif des poulets a également été rapportée par JOHRI et al. (2004), par HAMMAMI (2009) et
par SAIS (2004) qui ont enregistré des variations non significatives. KRAL (2012) a
également rapporté des différences non significatives en poids vif des sujets jusqu’c la 4°™

semaine d’age.

En période de finition (& partir du 45°™ jour) I'utilisation du bio-activateur « Enzyveba » a
amélioré significativement le poids vifs des sujets expérimentaux (p-value= 0,043< 0,05).
D’autres études rapportent également un effet positif des probiotiques sur la croissance des
poulets. Ainsi, I’administration d’Enterococcus faecium a des poulets de chair améliore
significativement la croissance d’environ 11% a partir de 1’age de 42 jours (KRALIK et al.,
2004).

Concernant ’addition du probiotique P. acidilactici a la ration, plusieurs études revelent

une amélioration significative de la croissance des poulets supplémentés (JIN et al., 1998;
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SIMON et al., 2001; AWAAD, 2001 avec une amélioration de + 7,5% a Js9 ; VITTORIO et
al., 2005 ; CHAFALI, 2006 avec une amélioration de +8 % a Jsg).

L’étude de Ramdane (2015) rapporte également une amélioration significative (P< 0,05)
sur le poids vif au profit des sujets recevant un probiotique et ceci de Jss a J42 et de Jsq & Jsg.
KABIR (2004) rapporte lors de son étude sur la supplémentation d’un probiotique une

amélioration significative aussi (P< 0,01) et ceci & la 2, 4, 5, et 6°™ semaine d’age.

KRAL (2012) rapporte également une différence significative au profit des sujets

supplémentés d’un probiotique a partir de la 4°™ semaine d’age.
1.2. Gain de poids

Les valeurs moyennes du gain de poids des lots mesurés a différentes phases d’élevage
ainsi que le cumulé chez les poulets appartenant au lot témoin et ceux appartenant au lot
pulvérisé par le bio-activateur « Enzyveba » sont reportées dans le tableau 16 et illustrées

dans la figure 57.

Tableau 16 : Gain de poids (Kg) par phase d’¢élevage et cumulé des poulets appartenant au lot
témoin et au lot expérimental

Phase Lot témoin Lot expérimental Amélioration Test Wilcoxon ~ Alpha

() () signe
unilatéral a
gauche

Ji-J2s 866,5 965,4 10,25 %

Jo5-dus 1237 1067 -13,75 % p-value = 0.05
Jus-Je3 980 1624 39,66 % 0,361* NS

J;-J63 3083,5 3687,7 16,39 %

(cumulé)

P*< 0,05 S (Significatif) Seuil de signification = 0,05

P**> 0,05 NS (Non Significatif)
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Figure 57 : Histogramme du gain de poids (Kg) dans les différentes phases d’¢levage et le
cumulé chez les poulets appartenant au lot témoin et au lot expérimental
Le gain de poids a été calculé par phase d’élevage ensuite en cumulé (de J; & Je3). NOS
résultats montrent que pendant la phase de démarrage, de finition ainsi qu’en cumulé, les
sujets du lot expérimental ont bénéficié d’un gain de poids plus important que les sujets

témoins. En effet nous avons enregistrés :

- Pendant la phase de démarrage (J1-J5) : un gain de 965,4 Kg chez le lot expérimental
contre 866,5 Kg chez le lot témoin et ceci avec une amélioration de 10,25%.

- Pendant la phase de finition (J4s-Js3) : un gain de 1624 Kg chez le lot expérimental
contre 980 Kg chez le lot témoin, notons une importante amélioration évaluée de
39,39%.

- Le gain de poids cumulé de tout I’élevage est de 3687,7 Kg chez le lot expérimental

contre 3083,5 Kg chez le lot témoin avec une amélioration de 16.39%.

En revanche, pendant la phase de croissance (Jzs-Jss) nos résultats montrent un meilleur
gain chez le lot témoin que chez le lot expérimental (un gain de 1067 Kg chez le lot
expérimental contre 1237 Kg chez le t¢émoin), ’amélioration enregistrée en 1’occurrence est

nulle voire négative est de -13,75%.

Mais hormis les variations suscitées qui sont en faveur du lot expérimental, le traitement
statistique pat le test de Wilcoxon signé bilatéral a mis en évidence une non signification de
ces différences entre les deux lots et ceci pendant toutes les phases d’élevage (p-value=
0,361> 0,05), donc statistiquement les gains de poids sont identiques pour les deux lots durant

toutes les phases d’¢levage.
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Dans nos conditions expérimentales, 1’utilisation du bio-activateur « Enzyveba » n’a pas
significativement amélioré le gain de poids des animaux, bien que nous ayons mis en
évidence des augmentations de gain de poids en faveur du lot expérimental et ceci pendant la

phase de demarrage, de finition et méme concernant le cumulé du gain.

L’étude de SAIS (2004) portant sur la supplémentation d’un probiotique indique aussi une
variation du gain de poids cumulé de 12% au profit des sujets supplémentés, sans pour autant
étre significative. KRAL (2012) a également rapporté des différences non significatives en

utilisant un probiotique concernant le gain de poids.

L’étude de GHASEMI et al (2014), a rapporté en revanche une amélioration significative
du gain de poids au profit des sujets recevant un symbiotique (probiotique et prébiotique) et
ceci de Ji; a Jpg. Ainsi I’étude de MEHDIPOUR et al (2013) a rapporté les mémes résultats

mais ceci de J,; a J3s avec une signification de 0,003.

De méme, BOURENANE et NAMANE (2007) ont constaté une amélioration significative
du gain de poids des poulets supplémentés en probiotique associant Bacillus subtilus et B.
lichenmiformis par rapport aux témoins (essai au niveau de la station expérimentale de
I'ITELV de Baba-ali).

1.3. Ingeéré alimentaire

Les quantités d’aliments consommées, durant 1’essai et pour chaque phase d’élevage, par
les poulets témoins et ceux appartenant au lot expérimental sont présentées dans le tableau 17

et illustrées dans la figure 58.

Tableau 17 : Ingéré alimentaire par phase d’élevage et cumulé, des poulets témoins et
expérimentaux

Phase Lot témoin Lot expérimental (Kg)  Réduction de Test Wilcoxon Alpha
(Kg) Iingéré signe unilatéral a
gauche
Ji-J25 2350 2500 16 %
Jo5-das 2650 2400 -10 % o-value = 0,201 0.05
Jus-Jea 4750 4200 -11,58 % NS
J;-J63 9750 9300 -4,62 %
(cumulé)

P*< 0,05 S (Significatif) Seuil de signification = 0,05
P**> (0,05 NS (Non Significatif)
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Figure 58 : Histogramme de 1’ingéré alimentaire (Kg) dans les différentes phases d’¢levage et
le cumulé chez les poulets appartenant au lot témoin et au lot expérimental

L’ingéré alimentaire a été calculé pendant toutes les phases d’élevage ainsi que son cumulé

(de J; a Jg3). Nos résultats montrent qu’a part en phase de démarrage (J1-J25) le lot témoin a

consommé une quantité d’aliment plus importante que le lot expérimental :

- En phase de démarrage : les sujets du lot expérimental ont consommés plus que ceux
du lot témoin (2500 Kg contre 2350 Kg).

- En phase de croissance, de finition et méme I’ingéré alimentaire cumulé du lot témoin
est supérieur a celui du lot expérimental, c’est-a-dire que les sujets témoins ont
consommeé une quantité d’aliment plus élevée que les sujets expérimentaux. Ceci se
traduit par I’effet du bio-activateur « Enzyveba » qui a pu réduire la quantité d’aliment
consommeée par les sujets expérimentaux avec des taux de réduction de -10, -11,58 et -
4.62 % en phase de croissance, finition ainsi qu’en cumulé respectivement. Mais ces
différences sont non significatives statistiquement par le test de Wilcoxon signé

bilatéral car p-value=0,201> 0,05 et ceci pour toutes les phases d’élevage.

Dans nos conditions expérimentales, 1’utilisation du bio-activateur « Enzyveba » a permis
de réduire la quantité d’aliment ingérée sur tout le cycle de 1’élevage a part en phase de
démarrage mais sans pour autant étre significative. Nous pouvons supposer que la diminution
de P’ingéré des poulets expérimentaux est en relation avec une meilleure utilisation

métabolique de 1’aliment.

Nos résultats de la non signification sont compatibles avec les études de SAIS (2004) et de
CHAFAI (2006), testant un probiotique, ne rapportent pas de différence significative entre

I’ingéré des poulets supplémentés et celui des témoins. Elles indiqueraient méme une légere
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augmentation aprés supplémentation en probiotique dans ces mémes conditions. Cette légére
élévation de la consommation est aussi signalée par BOURENANE et NAMANE (2007) chez
des poulets recevant un autre probiotique.

En revanche, I’étude de HAMMAMI (2009) montre que I’ajout du probiotique P.
acidilactici a permis de réduire significativement la quantité d’aliment ingérée sur tout le
cycle de 1’¢élevage (-4% ; P<0,001). Ainsi, JIN et al (1998) et SIMON et al (2001) rapportent

également une diminution significative de 1’ingéré alimentaire aprés ajout d’un probiotique.
1.4. Indice de consommation

Les indices de consommation relevés durant toutes les phases de I’expérimentation chez

les poulets témoins et expérimentaux sont présentés dans le tableau 18 et la figure 59.

Tableau 18 : Indices de consommation des poulets témoins, expérimentaux et de la norme de
la souche a Jos, Jas et Jg3

Jus 2,3 2,33 1,29 % 1,76
Je3 3,1 2,5 -19,56 % 2,12
0,05
Test P-value=0,211* NS
Wilcoxon
signé
unilatéral a
droite
Test de
Wilcoxon / P-value= 0,181 * NS
signé
bilatéral
P*< 0,05 S (Significatif) Seuil de signification = 0,05

P**> 0,05 NS (Non Significatif)
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Figure 59 : Histogramme des indices de consommation des poulets témoins, expérimentaux
et de la norme de la souche & Jus, Jss et Jg3
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Figure 60 : Courbe comparant les Indices de consommation des poulets témoins,
expérimentaux et de la norme de la souche & Ji, Jzs, Jas et Jo3
Les indices de consommation ont été calculés a Jus, Jss et Jg3 €t comparés a ceux du
standard de la souche ARBOR ACRES. Nos résultats montrent qu’a part en phase de
croissance ou I’indice de consommation du lot expérimental était supérieur a celui du lot
témoin (2,33 contre 2,3 respectivement, la réduction de I’indice de consommation pour cette
phase est négative), les indices de consommation de la phase de démarrage et de finition du

lot expérimental étaient inférieurs a ceux du lot témoin :

- A Jys: nous avons enregistré un indice de 2,42chez le lot expérimental contre 2,53
chez le lot témoin, en notant une réduction de -4,54% chez le lot expérimental.

- A Jgs : nous avons enregistré un indice de 2,5 chez le lot expérimental contre 3,1 chez
le lot témoin. Avec une importante réduction qui est de -19,56%.
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C’est-a-dire que les indices étaient en faveur du lot expérimental en phase de démarrage et
de finition ce qui se traduit par ’effet du bio-activateur « Enzyveba » qui a réduit 1’indice de
consommation. Mais comparés & la norme de la souche tous nos indices (témoins et

expérimentaux) sont supérieurs pendant toutes les phases d’élevage a ceux de la norme.

Mais le traitement statistique par le test de Wilcoxon signé unilatéral a droite (entre le lot
témoin et expérimental) et test de Wilcoxon signé bilatéral (entre le lot expérimental et la
norme), montre que toutes ces différences sont non significatives pour les deux cas et ceci

pour toutes les phases d’¢élevage.

Dans la présente étude, I’'utilisation du bio-activateur «Enzyveba» n’a pas
significativement réduit 1’indice de consommation des poulets : diminution de 4,45 et 19,56%
a Jos et Jgz respectivement (P<0,05) par rapport aux témoins. Nos résultats sont compatibles
avec ceux de GHASEMI (2014), MEHDIPOUR (2013) et qui rapportent qu’aucune

optimisation significative a été mise en évidence par I’utilisation d’un symbiotique.

A contrario, les résultats rapportés par d’autres auteurs JIN et al (1998), SIMON et al
(2001) qui ont rapporté une diminution significative de 10,12% chez les sujets expérimentaux,
RAMDANE (2015) avec une diminution significative de 11,82%, SAIS (2004), VITTORIO
et al (2005), CHAFAI (2006), BOURENANE et NAMANE (2007) et HAMMAMI (2009)
qui montrent une diminution et une optimisation significative des indices de consommation

chez les sujets recevant des probiotiques.
1.5. Indice de conversion

Les indices de conversion relevés durant toutes les phases de I’expérimentation chez les

poulets témoins et expérimentaux sont présentés dans le tableau 19 et la figure 61.

Tableau 19 : Indices de conversion des poulets témoins et expérimentaux a Jos, Jus et Jg3

Jour Lottémoin Lotexpérimental Reéductionde  Test Wilcoxon Alpha

I’indice de signé unilatéral

converion a gauche
Jos 2,71 2,58 -4,80 %
-value = 0,423* 0.05
Jus 2,37 2,41 1,66 % s
Js3 3,16 2,6 -17,73 %

P*< 0,05 S (Significatif) Seuil de signification = 0,05

P**> (0,05 NS (Non Significatif)

103



Résultats et Discussions

3,5 Indice de conversion 3,16

3 2,71 2,58 2’6

2,37 241

125 J45 J63

B Témoin M Expérimental

Figure 61 : Histogramme des indices de conversion des poulets témoins et expérimentaux a
J2s, Jus et Jg3
Les indices de conversion ont été calculés a Jos, Jss et Jg3. Nos résultats montrent qu’en
période de démarrage et de finition les indices de conversion du lot expérimental sont
inférieurs a ceux du lot témoin, c’est-a-dire que durant ces deux phases les indices sont en
faveur du lot expérimental (nous avons enregistré des indices de 2,58 et 2,6 chez le lot
expérimental contre 2,71 et 3,16 chez le lot témoin avec des réductions notées chez le lot

expérimental qui sont de 4,80 et 17,73% a Jos5 et Jg3 respectivement).

Par contre en période de croissance, les résultats montrent un indice de 2,41 chez le lot
expérimental contre 2,37 chez le lot témoin. Nous observons qu’a cette période le lot
expérimental ayant un indice de conversion supérieur a celui du lot témoin, par conséquent
nous ne notons aucune amélioration de 1’indice de conversion chez le lot expérimental, cette

derniére s’est avérée négative et évaluée de 1,66%.

Malgré les variations enregistrées, le traitement statistique par le test de Wilcoxon signé
bilatéral demeure non significatif, donc statistiquement en indice de conversion il n’y a pas de

différence significative entre les deux lots durant toutes les phases d’élevage.

Dans la présente étude, I’utilisation du Dbio-activateur «Enzyveba» n’a pas
significativement réduit I’indice de conversion des poulets : diminution de 4,80 et 17,73% a
Jos et Jgs respectivement (P<0,05) par rapport aux témoins. Nos résultats sont compatibles
avec ceux de JOHRI (2004) et MOUNTZOURIS et al. (2006) qui n’ont rapporté aucun effet

positif des bactéries lactiques d’un probiotique sur les indices de conversion alimentaire.

En revanche, GHASEMI (2014) et MEHDIPOUR (2013) rapportent dans leur essai de

’utilisation d’un symbiotique une diminution et donc une optimisation significative des
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indices de conversion alimentaire enregistrés chez les poulets recevant le symbiotique (P=
0,001< 0,05 pour I’é¢tude de MEHDIPOUR., 2014).

1.6. Taux de mortalité

Les mortalités sont relevées tous les jours au niveau de des deux lots durant la durée de
I’élevage (détails en annexe) et a la fin de ’expérimentation rassemblées par phases, les taux

de mortalité de chaque phase sont représentés dans le tableau 20 et la figure 62.

Tableau 20 : Taux de mortalité durant toutes les phases d’élevage du lot témoin et
expérimental

Phase Z (valeur
Lot témoin Lot Amélioration observée)
expérimental

J1-J25 3,18 2,72 14,47 % 0,639 0,523 * NS

Jo5-das 2,95 3,07 -3,11 % -0,084 0,933* NS 005
Jus-Je3 4,63 2,54 46,15 % 2,917 0,004** S
Cumuleé 9,76 8,33 14,66 % 2,116 0,034** S

(J1-Je3)

P*< 0,05 S (Significatif) Seuil de signification = 0,05

P**> 0,05 NS (Non Significatif)

12 |, Taux de mortalité

9,76
10

8,33

4,63

3,18 2,72 2,95 3,07

o N b O

10-J25 125-J45 J45-J63 Cumulé

ETémin M Expérimental

Figure 62 : Histogramme du taux de mortalité durant toutes les phases d’élevage du lot
témoin et expérimental

Nos résultats montrent qu’en phase de démarrage, de finition et qu’en cumulé, les
mortalités sont plus importantes dans le lot témoin que dans le lot expérimental :

105



Résultats et Discussions

- Nous avons enregistré un taux de 3,18% dans le lot témoin contre un taux de 2,72%
dans le lot expérimental en phase de démarrage, ce qui traduit une nette amélioration
qui est de 14,47%.

- En phase de finition ; nous avons enregistré un taux de 6,63% dans le lot témoin
contre un taux de 2,54. L’amélioration du taux de mortalité pour le lot expérimental
durant cette phase est pratiquement doublée par rapport au lot témoin et est de
46,15%.

- Le cumulé des mortalités pendant toutes les périodes d’¢levage est de 9,76% pour le
lot témoin contre un taux de 8,23, nous enregistrons une amélioration de 14,66% chez
le lot expérimental.

- Par contre en période de croissance, le taux de mortalité était plus élevé dans le lot
expérimental que dans le lot témoin (3,07% chez le lot expérimental contre 2,95%),
nous n’avons enregistré aucune amélioration dans cette phase au contraire elle était

carrément négative et est de -3,11%.

Le traitement statistique pat le test de I’écart réduit (test Z) montre que ces différences sont
non significatives pour la phase de démarrage et de croissance (p-value= 0,523 et 0,933> 0,05
respectivement). En revanche, il met en évidence des différences significatives pour la phase
de finition ainsi que pour le cumulé des mortalités (p-value= 0,004 et 0,034< 0,05
respectivement). Cela explique que le bio-activateur « Enzyveba » a eu un effet significatif

sur la diminution du taux de mortalité chez le lot expérimental.

Dans notre essai, les mortalités recensée pendant la phase de démarrage et de croissance ne
sont pas significativement réduites chez le lot pulvérisé par le bio-activateur « Enzyveba » par
rapport aux sujets témoins (P> 0,05). Nos résultats durant ces deux phases concordent avec
ceux rapportés par VITTORIO et al (2005) qui trouvent des taux de mortalité comparables
entre les poulets témoins et ceux nourris avec un aliment supplémenté en probiotique. Il en est
de méme pour les études de SAIS (2004), CHAFAI (2006) et BOURENANE et NAMANE
(2007) qui n’ont également pas signalé une diminution significative des taux de mortalité

entre les sujets témoins et ceux supplémentés de probiotiques.

Cependant, chez les sujets expérimentaux, les taux de mortalité¢ ont été réduits
significativement de 46,15 et 14,66% durant la phase de finition et en cumulé respectivement

par rapport aux témoins. Cela traduit I’effet considérable du bio-activateur « Enzyveba »
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pulvérisé sur la litiere qui a réduit hautement et significativement le taux de mortalité en

procurant une meilleure survie aux sujets appartenant au lot expérimental.

Cette meilleure survie des poulets supplémentés en probiotique est également rapportée
dans d’autres études (JIN et al (1998), JOHRI (2004), RAMIREZ et al (2005), PELICANO
et al (2004). De méme, SIWIKI et al (2005) ont démontré que 1’addition d’un probiotique a

réduit significativement le taux de mortalité des poulets par comparaison a un lot témoin.
1.7. Discussion générale des performances zootechniques
e A J1 (jour de la mise en place des poussins)

Le batiment d’¢levage était divisé en deux lots, chacun contenant 1540 poussins de poids

homogeéne.

Le vide sanitaire et la désinfection ont été correctement effectués et les conditions

d’ambiance et d’¢élevage étaient toutes dans les normes recommandées.
e A J25

Toutes les performances zootechniques et les indices calculés sont en faveur du lot
expérimental (a savoir; le poids vif, le gain de poids, I’ingéré alimentaire, I’indice de

consommation, 1’indice de conversion et le taux de mortalité)

Cette amélioration est due a I’effet du bio-activateur utilisé, qui a procuré un meilleur bien
étre aux sujets expérimentaux, et qui a permis de ce fait I’amélioration de la totalité des
parameétres zootechniques. Cependant, cette amélioration reste non significative

statistiquement.

Ceci est d0 a I’amélioration préalable des parameétres d’ambiance surtout en réduisant le

taux d’ammoniac dans le batiment, ce qui a eu un effet positif sur ces derniers.
o Als

Nous observons que toutes les performances zootechniques se sont dégradées en
particulier chez le lot expérimental. Les différences restent tout de méme non significatives.

Nous expliquons cela par ’erreur d’élevage (en alimentation) qui s’est produite a Ja;.

En effet, a Js; (en pleine période de croissance), le lot expérimental avait recu un aliment

de finition (teneur réduite en protéines par rapport a la phase de croissance), ayant été stocke
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dans de tres mauvaises conditions, avec une odeur putride. Les poulets appartenant a ce lot
refusaient de consommer cet aliment et donc sont restés 48 heures sans ne rien consommer et
cela jusqu’a son retrait et son remplacement par un aliment sain. D’énormes chutes de
croissance et de mortalités ont été observées suite a la coupure de 1’alimentation pendant 48
heures. Quant au lot témoin, ayant fini 1’aliment sain plus tardivement que le lot expérimental,
I’aliment mal stocké leur a été présenté plus tard, donc les dégats observés étaient de moindre

gravité que ceux observés chez le lot expérimental.

Ceci s’est répercuté directement sur les indices et les parametres zootechniques, du bien-
étre, de la consommation, de la conversion et sur la mortalité. La répercussion était plus
accentuée chez le lot expérimental que chez le lot témoin (pour les mémes raisons expliquées

précedemment).

Les sujets expérimentaux retrouvés face a une telle erreur d’élevage ont subi une sévere
immunodépression qui a fait chuter la totalité des parametres, retarde la croissance, augmenté
le taux de mortalité et a été a ’origine de la prolifération des bactéries pathogénes au
détriment des commensales, en causant particuliecrement des diarrhées ainsi que d’autres

problemes pathologiques.
e Als

A cette période, les parametres zootechniques que nous avons calculés sont redevenus en
faveur du lot expérimental, c’est-a-dire que les sujets expérimentaux avaient repris et

compenseés tous les déficits accumulés en période de croissance.

On note que les améliorations enregistrées a 1’égard du lot expérimental a cette période ne
sont pas statistiquement significatives, sauf pour les moyennes des poids vifs, pour le taux de

mortalité a Je3 ainsi que pour le cumulé des mortalités durant toute la période d’élevage.

Le bio-activateur utilisé lors de notre essai a compensé et amélioré significativement toutes

les pertes et les déficits aux quels le lot expérimental faisait face en période de croissance.

Ceci s’est effectué grace a ’amélioration des conditions d’élevage et a la régulation de la
flore intestinale qui ont renforcé le systeme immunitaire des sujets. Comme reporté par Comet
(2000), les bactéries probiotiques ont un effet direct sur la stimulation immunitaire locale dans
un premier temps (intestinale) en stimulant les Ig A secrétoires qui peuvent inhiber 1’adhésion

des bactéries pathogénes a la surface des muqueuses en agglutinant les bactéries, en se fixant
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sur les adhésines et en interférant avec les interactions adhésines/ récepteurs cellulaires, puis
une stimulation immunitaire systémique car la flore probiotique serait responsable de
1I’évolution de la production d’IgM en IgG, ces derniers étant les anticorps les plus importants
quantitativement, ceci a permis donc I’amélioration de tous les paramétres zootechniques de

notre étude.
e Echantillonnage insuffisant

Nous tenons a préciser que nous avons calculé tous ces paramétres en se basant sur la
pesée d’un effectif de 30 sujets qui reste tout de méme un effectif insuffisant, ce qui n’a

probablement pas montré 1’effet significatif du bio-activateur sur tous les paramétres étudiés.
1.8. Pesee du foie

Les pesées des foies des 10 sujets autopsiés de chaque lot ont été réalisées a Jos et Jys, les

résultats sont représentés dans le tableau 21 et illustrés dans la figure 63 :

Tableau 21 : Pesées des foies des dix sujets autopsiés de chaque lot a Jos et Jys

Lot témoin (g) Lot expérimental

(¢))
Jos 103 130,9
Juas 2443 2395

300 | pesée des foies (q)
250

200

130,9
150 103

244,3 2395

100
50

125 145

ETémoin M Expérimental

Figure 63 : Histogramme des pesées des foies des dix sujets autopsiés de chaque lot a J,s5 et
Jas
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Nos résultats montrent :

o Qu’alys:

La pesée des foies des sujets appartenant au lot expérimental est supérieure a celle des
sujets appartenant au lot témoin (130,9 g contre 103 g). Ceci se traduit par I’effet du bio-
activateur « Enzyveba » qui a augmenté la pesee du foie et donc qui a nettement amélioré la
synthése métabolique des sujets expérimentaux, car le foie étant 1’organe responsable de la

synthése métabolique, sa pesée nous indique la capacité des sujets a synthétiser et a convertir

I’aliment en produits de métabolisme.

Le bio-activateur utilisé pendant notre étude « Enzyveba » étant un symbiotique associé a
un asséchant de litiere a augmenté considérablement la pesée du foie ce qui traduit une
meilleure synthése métabolique, et ceci en améliorant les conditions d’ambiance telles que la
régulation et la diminution du taux d’ammoniac dans le batiment d’élevage. Cette diminution
d’ammoniac a joué un role prépondérant dans I’amélioration de la synthése métabolique et
donc de la conversion alimentaire des poulets appartenant au lot pulvérisé par le produit

utilisé.
o Qulalys:

La pesée des foies des sujets expérimentaux est légérement inférieure a celle des sujets
témoins (239,5g contre 244,3), c’est-a-dire que les sujets expérimentaux ont eu une moindre

capacité de syntheése et de conversion que les sujets témoins.

Cela est due a I’erreur d’élevage concernant le mauvais aliment qui s’était produite a J3;
(voir détails dans le chapitre matériels et méthodes), et qui a affecté plus particulierement le
lot expérimental ayant consommé une quantité plus importante de 1’aliment mal stocke et

destiné a la phase de finition et pendant une plus longue durée que le lot témoin.

Par conséquent, pendant cette période ou nous avons effectué les autopsies (a J4s), le lot
expérimental était encore sous I’effet de I’incident alimentaire et exprimait toujours les
conséquences défectueuses dues a cette consommation, en ’occurrence la diminution de la
pesée du foie et par conséquent la mauvaise synthese métabolique et conversion alimentaire

par rapport au lot témoin.
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I. Evaluation des paramétres d’ambiance
I11.1. Mesure du taux d’ammeoniac

La mesure du taux d’ammoniac a été effectuée en deux reprises (a Jos et Jg5) pour chaque
lot au moyen des bandelettes & ammoniac (voir détails dans le chapitre matériels et méthodes).
Les résultats des mesures sont présentés dans le tableau 22 et illustrés dans la figure 64 :

Tableau 22 : Taux d’ammoniac pour chaque lot a Jos et Js5

Jour Lot témoin (ppm) Lot expérimental

Moyenne 15 12,5

25 |, Taux d'aammoniac

20 20
20
15

10

J25 J45 Moyenne

B Témoin M Expérimental

Figure 64 : Histogramme du taux d’ammoniac pour chaque lot a Jps et Jss

Nous observons qu’a :
o Jos:

Le taux d’ammoniac était relativement bas pour les deux lots en raison du respect total
des normes d’ambiance et d’hygiéne dans le batiment d’élevage, surtout concernant la

ventilation.

On note cependant que le taux était plus bas dans le lot expérimental (5 ppm) que dans le
lot témoin (10 ppm). Nous expliquons cela par I’effet qu’a eu le bio-activateur que nous avons
pulvérisé sur la diminution du taux d’ammoniac. Ce bio-activateur, en asséchant la litiere du

lot expérimental, inhibe la multiplication des bactéries uricolytiques fermentescibles qui sont
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responsables de la production d’ammoniac a partir des urates. De ce fait, il a permis de
diminuer les fermentations ammoniacales par un processus d’acidification de la litiére, ce qui
I’a rendu moins humide et donc inhibitrice au développement des bactéries responsables des

fermentations ammoniacales.
o Jss:

Les taux d’ammoniac dans les deux lots sont égaux (20 ppm). Selon des recherches
bibliographiques, le taux d’ammoniac aurait des conséquences respiratoires pour les volailles
a partir de 15 ppm en endommageant uniquement la superficie pulmonaire. Ce n’est qu’a
partir de 20 a 30 ppm qu’il augmente la sensibilité aux maladies respiratoires, et qu’au-dela de

50 ppm qu’il aurait des répercussions sur la croissance et les performances zootechniques.

En I’occurrence, le taux enregistré dans les deux lots est plus au moins acceptable, nous
n’avons méme pas ressentis la moindre irritation oculaire au niveau des deux lots (signe d’un

taux élevé en ammoniac).

Le bio-activateur pulvérisé a gardé le taux d’ammoniac a un seuil relativement acceptable,

mais ne I’a pas réduit pour autant dans le lot expérimental par rapport au lot témoin.

Ceci est expliqué par I’état dans lequel se trouvaient les sujets expérimentaux a cause de
I’incident alimentaire qui s’est produit a J3; (détails dans le chapitre matériels et méthodes).
Les sujets expérimentaux apres avoir consommés le mauvais aliment ce qui représente une
source majeure de stress, ce qui a causé une baisse de la consommation voire un refus total,
une brutale chute de croissance et une immunodépression, a permis 1’installation de micro-
organismes ayant causes des diarrhées qui étaient plus observées dans le lot expérimental que

dans le lot témoin.

La présence de diarrhées dans e lot expérimental a fait ralentir I’effet asséchant du bio-
activateur mais sans pour autant causer des dégats majeurs, et ceci grace au produit

« Enzyveba » qui a limité les dégats qu’auraient causées ces diarrhées.

Tout cela se traduit par le taux d’ammoniac enregistré dans le lot expérimental qui est égal
a celui enregistré dans le lot témoin malgré la présence de diarrhées dans le lot expérimental,
qui auraient pu stimuler la multiplication des bactéries fermentescibles en ayant humidifié la

litiere, et par ce fait augmenter considérablement le taux d’ammoniac.

112



Résultats et Discussions

I1l1.  Score Iésionnel des sacs aériens

Les scores lésionnels des sacs aériens ont été attribués au moment des autopsies et cela
pour les sujets de chaque lot a Jos et Jus, en se référant aux valeurs des scores des sacs aériens
en fonction de 1’évolution de la lésion (GOREN., 1978) (détails dans la partie matériels et
méthodes). Les scores aériens et leurs moyennes sont representés dans le tableau 23 et

illustrés dans la figure 65.

Tableau 23 : Scores lésionnels des sacs des dix sujets autopsiés de chaque lot a Jos et Jss

Lot témoin Lot expérimental
Jas 0,89 0,18
Jss 1,03 1,06
Moyenne des 0,96 0,62
scores des SA

Score des SA
1,2 1,03 1,06 0.96
1 0,89 ’
0,8

0,6
0,4
0,2

125 J45 Moyenne

B Témoin M Expérimental

Figure 65 : Histogramme des scores lésionnels des sacs des dix sujets autopsiés de chaque lot
a Jos et Jus

Nous observons qu’a :

o Jos:

Les scores lésionnels des sacs aériens étaient bons pour les deux lots (0,18 pour le lot
expérimental et 0,89 pour le lot témoin). Cela nous indique qu’a cette phase les sujets des
deux lots n’avaient pas de problémes respiratoires vu que ces taux ne dépassent pas le score 1
qui représente des sacs aériens légerement troubles (présence minime de fibrine) et cela
traduit I’absence de problémes respiratoires, ce qui concorde parfaitement avec 1’état de

I’élevage qui était dans toutes ses normes.
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On note cependant, que le score était encore meilleur dans le lot expérimental que dans le
lot témoin (0,18 qui est un excellent score), ¢c’est-a-dire que le bio-activateur « Enzyveba » a
amélioreé le score lésionnel des sacs aériens chez le lot expérimental. Ceci est compatible avec
les résultats du taux d’ammoniac que nous avons enregistrés a cette période, car le score
lIésionnel des sacs aériens est en relation directe avec le taux d’ammoniac présent dans

I’¢élevage.

Le bio-activateur utilisé a permis d’avoir une litiére plus seche et donc une inhibition du
développement des bactéries fermentescibles et productrices d’ammoniac, ce qui a réduit le
taux de ce dernier dans 1’élevage. Par conséquent, ceci a amélioré les scores des sacs aériens

qui est un signe d’absence de maladies respiratoires.

Car, la présence d’une quantité importante d’ammoniac dans le batiment d’¢levage
augmente la production du mucus trachéal, paralyse son activité ciliaire vibratoire voire a une
action cytotoxique. De nombreuses études effectuées ont prouvé la mise en cause de ce gaz
dans I’étiologie des maladies respiratoires soit : comme étant un agent étiologique primaire ou
comme un facteur prédisposant a une maladie respiratoire en favorisant 1’invasion de
I’appareil respiratoire par différents agents pathogeénes, particuliérement des virus, des
mycoplasmes ou des bactéries. De ce fait, il augmente la sensibilit¢ des volailles aux
pathogenes respiratoires.

o Jss:

Les scores des sacs aeriens sont quasi-identiques chez les deux lots (1,03 pour le lot témoin

et 1,06 pour le lot expérimental), avec un score légérement supérieur dans le lot témoin.

Nous expliquons cela par I’erreur alimentaire d’élevage qui s’est produite a J3; et qui a
affecté plus particulierement le lot expérimental (voir détails dans le chapitre matériels et
méthodes) ce qui a affaiblit considérablement le lot expérimental.

L’immunodépression s’est manifestée par des baisses de consommation, de croissance et
de pratiqguement toutes les performances zootechniques chez le lot expérimental, ce qui a

favorisé I’installation des agents pathogenes et surtout ceux provoquant des diarrhées.

La présence des diarrhées dans les litieres a ralenti 1’effet du bio-activateur dans le lot
experimental, ce qui explique que le score lésionnel des sacs aériens soit plus élevé que celui

du lot témoin.
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Cependant, malgré le défectueux incident alimentaire qu’a subi plus gravement le lot
expérimental, les conséquences n’étaient pas aussi néfastes qu’elles devraient I’étre sans

I’effet du bio-activateur, qui a amortit les dégats pendant le reste des phases d’élevage.
IV.  Score de la litiere

Les scores de la litiere ont été attribués en deux reprises (& Jos et Jss) en se référant a un
systéeme de points attribué selon une observation personnelle en fonction de 1’état de la litiére
(détails dans la partie matériels et méthodes). Les scores ainsi que leurs moyennes sont

représentees dans le tableau 24 et illustrés dans la figure 66.

Tableau 24 : Scores et moyenne de 1’état de la litiére des lots témoin et expérimental a Jos et
Jas

Lot témoin Lot expérimental

Jas 1 0

Jus 1,5 1,5
Moyennes des scores 1,25 0,75
de I’état de la litiére

1,6 | Score de la litiere 15 1,5

J25 J45 Moyenne

B Témoin M Expérimental

Figure 66 : Histogramme des scores et moyenne de 1’état de la litiére des lots témoin et
expérimental a Jos et Jgs

115



Résultats et Discussions

Nos résultats montrent :
o Qulalys:
Le score de la litiere du lot expérimental est inférieur et donc meilleur que celui du lot

témoin (0 contre 1). La litiere du lot expérimental était seche et non croutée, celle du lot

témoin était également en bon état ; seche mais légérement crouteée.

Le bio-activateur « Enzyveba » a parfaitement asseché la litiere du lot expérimental ce qui
explique la diminution considérable du taux d’ammoniac, la diminution des scores lésionnels
des sacs aériens, I’amélioration de la synthése métabolique et des performances zootechniques
qui sont dues a ’amélioration du bien-étre des sujets expérimentaux grace a I’effet asséchant

du produit pulvérisé.
e Qualys:
Les scores des litieres des deux lots sont égaux (score= 1), ce qui caractérise une litiere

Iégérement humide mais non croutee.

Cela est d0 a I’Age des animaux d’un c0té, car plus le cycle d’élevage évolue plus la litiére
se dégrade (pour le lot témoin). Quant au lot expérimental, nous avons évoqué précédemment
le probleme alimentaire survenu en phase de croissance qui a affaiblit les sujets
expérimentaux et causé des problemes de diarrhées, ce qui a légerement humidifié la litiére du
lot expérimental. Bien que le bio-activateur «Enzyveba» que nous pulvérisions
quotidiennement pendant cette phase, et qui a pour rble d’assécher la litiere a
considérablement limité les dégats qui auraient pues étre causées par les diarrhées dles a
I’incident alimentaire, et ceci en limitant au mieux I’humidification et la dégradation de la

litiere.
V. Analyses microbiologiques
V.1. Bactériologie
V.1.1. Isolement et identification des E.coli
o Aly:

Sur les 20 sujets autopsiés ; a savoir 10 de chaque lot, 12 souches d’E. coli ont été isolées,

soit 8 souches pour le lot témoin et 4 pour le lot expérimental.
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— Lot témoin :

Huit isolats d’E. coli sont récoltés a ce niveau soit 80% de nos sujets étaient positifs. Pour
les 2 sujets restants soit 20% la culture était négative c’est-a-dire que nous n’avons eu aucune

poussee (Figure 67).
— Lot expérimental

Quatre isolats d’E. coli sont récoltés a ce niveau soit 40% de nos sujets étaient positifs.
Pour les 6 sujets restants soit 60% la culture était négative c’est-a-dire que nous n’avons eu

aucune poussée (Figure 68).

BE. coli
BE. col
B Culture
négative ¥ Culture
negative
Figure 67 : Pourcentage des souches E. coli Figure 68 : Pourcentage des souches E.coli
isolées dans le lot témoin a Jos isolées dans le lot expérimental a Jos

Nous observons que le pourcentage des souches E. coli isolées au niveau du lot témoin
(80%) est supérieur & celui enregistré dans le lot expérimental (40%), c’est-a-dire que le
nombre des sujets sains est plus élevé dans le lot expérimental que dans le lot témoin. Nous
expliquons cela par ’efficacité du bio-activateur utilisé dans le lot expérimental sur
I’inhibition du développement des E. coli a ce niveau, et ceci en stimulant le systéeme
immunitaire et particulierement es Ig A secrétoires dans la lumiere intestinale. Ces deriners
peuvent inhiber 1’adhésion des bactéries pathogénes a la surface des muqueuses en
agglutinant les bactéries, en se fixant sur les adhésines et en interférant avec les interactions
adhésines/ récepteurs cellulaires (MERCENIER et al., 2002; HERICH et LEVKUT., 2002).

e Als:

Sur les 20 sujets autopsiés ; a savoir 10 de chaque lot, 15 souches d’E. coli ont été isolées,

soit 6 souches pour le lot témoin et 9 pour le lot expérimental.
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— Lot témoin :

Six isolats d’E. coli sont récoltés a ce niveau soit 60% de nos sujets étaient positifs. Pour
les 4 sujets restants soit 40% la culture était négative c’est-a-dire que nous n’avons eu aucune

poussee (Figure 69).
— Lot expérimental :

Neuf isolats d’E. coli sont récoltés a ce niveau soit 90% de nos sujets étaient positifs. Pour
le sujet restant soit 10% la culture était négative c’est-a-dire que nous n’avons eu aucune

poussee (Figure 70).

2k col BE. coli
B Culture
B Culture o
o negative
negative
Figure 69 : Pourcentage des souches E. coli Figure 70 : Pourcentage des souches E.coli
isolées dans le lot témoin a Jss isolées dans le lot expérimental a J4s

Nous observons que le pourcentage des souches E. coli isolées au niveau du lot
expérimental (90%) est supérieur a celui enregistré dans le lot témoin (10%), ¢’est-a-dire que

le nombre des sujets sains est plus élevé dans le lot témoin que dans le lot expérimental.

Cela est lié a I’erreur d’élevage qui s’est produite a J3; (en pleine période de croissance), et
qui consiste en la consommation d’un aliment de finition donc ayant une faible teneur en
protéines, de plus ayant été stocké dans de tres mauvaises conditions (voir détails dans le
chapitre matériel). Cette consommation avait concerné les deux lots mais plus
particulierement le lot expérimental car 1’aliment le lui a été présenté plus tot qu’au lot
témoin. Cela a causé des dégats considérables ; en 1’occurrence le développement des E. coli

chez la quasi-totalité des sujets surtout dans le lot expérimental.
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V.1.2. Isolement et identification des Salmonelles
o Aly:

Sur les 20 sujets autopsiés ; a savoir 10 de chaque lot, aucune souche de Salmonelle n’a pu
étre isolée malgré le protocole expérimental que nous avons utilisé pour favoriser leurs
isolement. Nous expliquons cela par le total respect des normes d’ambiance et d’hygiéne dont
disposé le batiment qui a empéché toute contamination de 1’élevage par les salmonelles.
Cependant, d’autres souches ont été isolées a en savoir 14, soit 6 souches pour le lot témoin et

8 pour le lot expérimental.
— Lot témoin :

Six souches ont été isolées a ce niveau soit 60% de nos sujets étaient positifs. Dont 5
souches d’E. coli (50%) et 1 souche d’E. fergusonii (10%). Pour les 4 sujets restants soit 40%

la culture était négative c’est-a-dire que nous n’avons eu aucune poussée (Figure 71).
— Lot expérimental :

Huit souches ont été isolées a ce niveau soit 80% de nos sujets étaient positifs. Dont 5
souches d’E. coli (50%), 1 souche de Serratia marcescens (10%), 1 souche de Serratia
odorifera (10%) 1 souche de Kluyvera spp (10%). Pour les 2 sujets restants soit 20% la

culture était négative c’est-a-dire que nous n’avons eu aucune poussee (Figure 72).

BE. coll BE. coll
i [ 19
uE. fergusonii MArCescens
15, odorifera
Culture W Kluyvera spp
négative B Cilture
nié gathve

Figure 71 : Pourcentage des souches isolées Figure 72 : Pourcentage des souches isolées

dans le lot témoin a Jos dans le lot expérimental a Jos
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o Al

Sur les 20 sujets autopsiés ; a savoir 10 de chaque lot, aucune souche de Salmonelle n’a
également pas pu étre isolée. Nous expliquons cela par les mémes raisons que nous avons
évoquées précédemment. Cependant, d’autres souches ont été isolées a en savoir 15, soit 4

souches pour le lot témoin et 9 souches pour le lot expérimental.
— Lot témoin :

Quatres souches ont été isolées a ce niveau soit 40% de nos sujets étaient positifs. Dont 3
souches d’E. coli (30%) et 1 souche de Serratia marcescens (10%). Pour les 6 sujets restants
soit 60% la culture était négative c’est-a-dire que nous n’avons eu aucune poussée (Figure

73).
— Lot expérimental :

Neuf souches ont été isolées a ce niveau soit 90% de nos sujets étaient positifs. Dont 8
souches d’E. coli (80%) et 1 souche de Proteus mirabilis (10%). Pour le sujet restant soit 10%

la culture était négative c’est-a-dire que nous n’avons eu aucune poussée (Figure 74).

BE. coli 10% W E. coli
BS B P. mirabilis
60% . Marcescens
- Culture
Culture -
L negative
negative
Figure 73 : Pourcentage des souches isolées Figure 74 : Pourcentage des souches isolées
dans le lot témoin a Jss5 dans le lot expérimental & Jys5

Les taux de culture positive sont plus élevés dans le lot expérimental que dans le lot témoin
et cela pour les mémes raisons citées précédemment, qui concernent 1’aliment qui a été
présenté exclusivement au lot expérimental. C’est cela qui a fait qu’a cette période de notre

étude, le lot témoin s’était avéré plus sain que I’expérimental.
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V.1.3. Antibiogramme

L’antibiogramme concerne uniquement les souches d’E. coli isolées pendant toute notre

étude (& Jos et Jys) @ savoir 22 souches pour le lot témoin et 26 pour le lot expérimental.
Onze antibiotiques sont testés sur chacune des 48 souches d'Escherichia coli isolées.

Une lecture impérative est utilis€ée, qui détermine la sensibilité ou la résistance d’une
souche en comparant les diameétres des zones d’inhibition de nos souches avec la table de
lecture des entérobactéries (vétérinaire) selon les recommandations du standardisation de
I’antibiogramme a 1’échelle nationale (medecine humaine et vétérinaire) 6 ¢éme édition (2011)

(voir annexe)

Le tableau 25 et la figure 75 montrent les pourcentages de résistances des souches E. coli

isolées lors de notre étude:

Tableau 25 : Pourcentages de résistances et de sensibilités des souches E .coli isolées du lot
témoin et expérimental

Lot témoin

Lot expérimental
Nombre de souches
isolées et testées N= 26

Nombre de souches (%)

Nombre de souches
isolées et testées N= 22

Nombre de souches (%)

Familles
d’antibiotiques

Antibiotiques
testés

R+l S R+l S
Amoxicilline/Ac  19(86,36)  3(13,63) 23 (88,46) 3(11,53)
Bétalactamines clavulanique

Ampicilline 16 (72,72) 6 (27,27) 24 (92,3) 2 (7,7

Gentamicine 1(4.54) 21 (95,45) 0 (0) 26 (100)

Aminosides Néomycine 17 (77.27)  5(22.72)  20(76,92) 6 (23,07)
Triméthoprime- 19 (86,36) 3 (13,63) 19 (73,07) 7 (26,92)

Sulfamides sulfaméthoxazole

Polypeptides Colistine 0 (0) 22 (100) 0 (0) 26 (100)
Furanes Nitrofurantoine 7(31,81) 15 (68,18) 6 (23,07) 20 (76,92)
Phénicolés Chloramphénicol 6 (27,27) 16 (72,72) 15 (57,69) 11 (42,3)

Acide nalidixique 20 (90,9) 2 (9,09) 25 (96,15) 1(3,84)

Quinolones -

Enrofloxacine 18 (81,81) 4 (18,18) 12 (46,15) 14 (53,84)

Cyclines Tétracyclines 19 (86,36)  3(13,63) 20 (76,92) 6 (23,07)
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W Témoin

M Expérimantal

Figure 75 : Histogramme des pourcentages de résistances des souches E.coli du lot témoin et
expérimental
Vue la diversité des pourcentages, les résultats sont classées en trois groupes. Comme
préconise par Saberfar et al. (2008).

- Les antibiotiques pour lesquels de trés hauts niveaux de résistance sont observés (de 70 a

100 %) sont compris dans le Groupe I. Ces antibiotiques sont par ordre décroissant :

o Acide nalidixique (90,9% pour le lot témoin et 96,15% pour le lot expérimental).

o Amoxicilline/ Acide clavulanique (86,3% pour le lot témoin et 88,46% pour le lot
expérimental).

o Téetracyclines (86,3% pour le lot témoin et 76,92% pour le lot expérimental).

o Ampicilline (72,72% pour le lot témoin et 92,3% pour le lot expérimental).

o Triméthoprime/ Sulfamethoxazole (86,36% pour le lot témoin et 73,07% pour le lot
expérimental).

o Néomycine (77,27% pour le lot témoin et 76,92% pour le lot expérimental).

o Enrofloxacine (81,81% pour le lot témoin uniquement).

-Le Groupe Il comprend des antibiotiques pour lesquels des niveaux moyens de résistance (de
30 a 70%) sont obtenus :

o Chloramphénicol (57,7% pour le lot expérimental uniquement).

o Enrofloxacine (46,1% pour e lot expérimental uniquement).
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o Nitrofurantoine (31,8% pour le lot témoin uniquement).

-Le Groupe 111 comprend les antibiotiques pour lesquels des niveaux bas de résistance (de 0 a

30%) sont notés:

o Chloramphénicol (27,2% pour le lot témoin uniquement).

o Nitrofurantoine (23% pour le lot expérimental uniquement).

o Gentamicine (4.54% pour le lot témoin et aucune résistance 0% pour le lot
expéerimental).

o Colistine (aucune résistance 0% pour les 2 lots).

Dans cette étude, il ressort clairement que les molécules les plus efficaces contre les
colibacilles sont celles qui sont classées dans le Groupe 11, avec des taux de sensibilité plus
élevés par rapport aux autres antibiotiques de différentes familles. Le taux de sensibilité est de
100% pour la Colistine dans les deux lots, et la Gentamicine pour le lot expérimental, de

95.45% pour la Gentamicine dans le lot témoin.
V.1.3.1. Résistances individuelles par familles d’antibiotiques
V.1.3.1.1. Les B-lactamines

Les résultats mettent en évidence une forte résistance des E. coli a cette famille

d’antibiotiques, que ce soit pour le lot témoin ou pour 1’expérimental avec des taux de :

- Pour I’Amoxicilline/ Ac clavulanique : 86,36% chez le lot témoin et 88,46% chez le
lot expérimental.

- Pour I’Ampicilline : 72,72% chez le lot témoin et 92,3% chez le lot expérimental.

Nous observons que le lot expérimental exprime une plus forte résistance vis-a-vis de cette
famille d’antibiotiques par rapport au lot témoin. Cependant, cette différence entre les deux
lots reste statistiquement non significative aprés 1’application du test Chi deux (p= 0,955 et

0,582 pour I’Amoxicilline/ Ac clavulanique et I’ Ampicilline respectivement).

Pour Amoxicilline/ Ac clavulanique, Nos résultats sont élevés par rapport aux résultats de
Bouzagh (2010) dans la région centre d’Algérie (60,1 %), et a ceux de Zharaei et Farashi
(2006) en Iran (53%).
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Pour Ampicilline, nos résultats sont élevés par rapport aux résultats de Hammoudi et
Aggad (2008) dans la région ouest d’Algérie (47%), a ceux de Yang et al. (2004) en Chine
(77%) et a ceux de Zhao et al. (2005) aux USA (45%).

Ces taux elevés de résistance vis-a-vis de I’Amoxicilline / Ac clavulanique et de
I’ Ampicilline chez les deux lots avec des différences non significavtives, sont probablement
liés a I’utilisation abusive et anarchique des B-lactamines dans les élevages avicoles sans avis
de vétérinaire. Il existe une diversité de mécanismes de résistances du germe vis-a-vis de cette
famille, soit par diminution de I’affinité du B-lactame vis-a-vis des PLP et la diversité des
mécanismes de résistances des E.coli vis-a-vis de cette famille comme rapporté par Gaudy et
Buxeraud (2005), soit par production de B-lactamases comme rapporté par Quintiliani et
Courvalin (1995).

V.1.3.1.2. Les Tétracyclines

Les résultats mettent également en évidence une forte résistance des E. coli a cette famille
d’antibiotiques, que ce soit pour le lot t¢émoin ou pour I’expérimental avec des taux de 86,36%
pour le témoin et 76,92% pour 1’expérimental. Mais cette différence reste non significative

(P=0,958> 0,05).

Nos résultats sont élevés par rapport aux résultats de Amara et al (1995) au Maroc (65 %).
IIs sont inférieurs a ceux de Messai (2013) dans la région d’Est de 1’ Algérie (98,3%), a ceux
de Kim et al (2007) en Corée (94,1%) et a ceux de Saberfar et al (2008) en Iran (96%).

Les tétracyclines représentent les plus anciennes molécules utilisées, autant en thérapie que
préventivement, ces molécules ont une activité bactériostatique et ils ont une bonne diffusion
tissulaire et intracellulaire comme rapporté par Gaudy et Buxeraud (2005), ils ont aussi été
utilisés en tant que "facteurs de croissance”, engendrant des résistances trés élevées en
aviculture. La persistance et ’augmentation croissante de cette résistante sont attribuées, en
partie, a ’'usage intempestif de cette famille d’antibiotiques a large spectre, mais également a
leur incorporation systématique dans l’alimentation des animaux d’élevage destinés a la
consommation humaine, et a des doses souvent sub-thérapeutiques, en prophylaxie ou dans le
but de stimuler la croissance et d’améliorer le rendement. Cette derniére possibilité est évoqué
il y’a plus de 50 ans, comme cause probable de 1’apparition des souches résistantes comme

rapporté par Abdennebi (2006).

V.1.3.1.3. Les Quinolones
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Dans cette étude, la sensibilité des souches isolées est testée vis-a-vis de [’acide
nalidixique, quinolone de premicre génération, et 1’enrofloxacine, quinolone de troisiéme

génération. Les taux de résistance sont :

- Pour I’Acide nalidixique de 90,9% chez le lot témoin et 96,15% chez le lot
expérimental. Cette molécule renferme le taux de résistance le plus élevé comparé
avec les molécules testées dans notre expérimentation.

- Pour I’Enrofloxacine : 81,81% chez le lot témoin et 46,15% chez le lot expérimental.

Nous observons que pour 1’Acide nalidixique, le lot expérimental exprime une plus forte
résistance vis-a-vis de cet antibiotique par rapport au lot témoin. Tandisque pour
I’enrofloxacine, le lot témoin exprime une plus forte résistance avec une diffréence
considérable qui est de 43,59%. Cependant, cette différence entre les deux lots reste
statistiquement non significative apres 1’application du test Chi deux (p= 0,893 et 0,223 pour

I’acide nalidixique et I’enrofoloxacine respectivement).

Pour I’acide nalidixique, nos résultats sont élevés par rapport aux résultats de Blanco et
al (1997) en Espagne (48%), de Zhao et al (2005) aux USA (59%) et de Bouzagh (2010), au
centre Algérie (38,7%). Ils sont similaires a ceux de Messai (2013) dans la région d’Est de
I’ Algérie (96,7%).

Pour I’enrofloxacine, nos resultats sont élevés par rapport aux reésultats de Blanco et al
(1997) en Espagne (18%), de Zhao et al (2005) aux USA (16%) et de Ammar (2009) dans la
région Ouest d’Algérie (45%). lls sont inférieurs & ceux de Yang et al (2004) en Chine (90%)
et & ceux de Kim et al (2007) en Corée (92,2%).

La résistance aux quinolones est exclusivement liée a des mutations chromosomiques : 0
Mutations sur les genes codant pour les topo-isomérases, entrainant une perte d’affinité de
I’enzyme pour les quinolones ; o Augmentation du transport actif de I’antibiotique hors de la

bactérie comme signalé par Gaudy et Buxéraud (2005) et Nauciel et Vildé (2008).

Ces taux trés élevés de résistance a cette famille d’antibiotiques peuvent étre expliqués,
d’une part, par la forte utilisation de ces molécules en raison de leur grande disponibilité sur le
marché algérien, et surtout par la présence de génériques a prix treés abordables, alors qu’il y a
quelques années, il n’existait que la molécule mére, trés onéreuse ; d’autre part au fait que les

quinolones partagent un seul et méme mécanisme d’action.
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Selon Boucheron et al (2003), deux mutations dans le géne gyrA et une ou deux mutations
dans le gene parC au niveau de la région QRDR (Quinolone Resistance Determining Region)
chez les souches E. coli d’origine aviaire, conférent un haut niveau de résistance vis-a-vis de

I’acide nalidixique et de I’enrofloxacine.
V.1.3.1.4. Les Sulfamides

En thérapeutique, les sulfamides se retrouvent dans trois classes medicamenteuses : les

anti- infectieux, les antidiabétiques oraux et les diurétiques.

Pour cette famille d’anti-infectieux, la sensibilité des souches est testée vis-a-vis de

I’association triméthoprime/sulfaméthoxazole, connue sous le nom commercial de Bactrim®.

Les résultats mettent également en évidence une forte résistance des E. coli a cette famille
d’antibiotiques, que ce soit pour le lot t¢émoin ou pour I’expérimental avec des taux de 86,36%
pour le témoin et 73,07% pour I’expérimental. La résistance est plus élevée chez le lot témoin

que chez I’expérimental mais elle reste néanmoins non significative (P> 0,05).

Nos résultats sont élevés par rapport aux résultats de Blanco et al (1997) en Espagne et de
Yang et al (2004) en Chine (63%), a ceux de Hammoudi et Aggad (2008) dans la région
Ouest d’Algérie (42%). Ils sont inférieurs a ceux de Bouzagh (2010) au centre d’Algérie
(96,4%).

Leur spectre d’action, théoriquement large, englobe la majorité des especes bactériennes a

Gram + et a Gram -

Les taux importants enregistrés, autant dans notre étude que par d'autres auteurs, est
probablement la conséquence de la trés importante prescription de cet anti-infectieux, utilisé
notamment dans la prévention contre les salmonelles, et aussi lors de coccidioses. Cette
molécule est utilisée quasi-systématiquement en association avec des anticoccidiens dans le
traitement et la prévention de ces derniéres, conduisant ainsi a son inefficacité contre les

colibacilles.
V.1.3.1.5. Les Aminosides

La sensibilité des souches isolées dans cette étude est testée vis-a-vis de deux molécules de
cette famille d’antibiotiques, que sont la néomycine, et la gentamicine. Les taux de résistance

sont :
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- Pour la neomycine de 77,27% chez le lot témoin et 76,92% chez le lot expérimental.

- Pour la gentamycine : 4,54% chez le lot témoin et 0% chez le lot expérimental.

Nous observons que pour la néomycine, les deux lots expriment pratiguement le méme
taux de résistance. Pour la gentamicine, le taux est de 4,54% pour le lot témoin tandis qu’il est
nul chez le lot expérimental ¢’est-a-dire qu’aucune des souches E. coli du lot expérimental
n’est résistante a la gentamicine. Cette différence entre les deux lots reste statistiquement non

significative apres 1’application du test Chi deux (p= 0,992 > 0,05).

Pour la néomycine, nos résultats sont élevés par rapport aux résultats de Blanco et al
(1997) en Espagne (14%), de Amara et al (1995) au Maroc (32%) et ceux de Bouzagh (2010)
au centre d’Algérie (61,6%). lls sont similaires a ceux de Messai (2013) dans la région d’Est
de I’Algérie (75%). lls sont inférieurs a ceux de Zharaei et Farashi (2006) en Iran (81%) et
ceux de Saberfar et a. (2008) en Iran (87%).

Pour la gentamicine, nos résultats sont similaires a ceux de Messai (2013) dans la
région d’Est de 1’Algérie (5,5%) pour le lot témoin et a ceux de Zharaei et Farashi (2006) en
Iran (0%) pour le lot expérimental. lls sont inférieurs par rapport aux résultats Yang et al
(2004) en Chine (30%) et a ceux de Zhao et al (2005) aux USA (69%).

La forte sensibilité des souches E.coli vis-a-vis de la gentamicine est due a la non

utilisation de cet antibiotique dans les élevages avicoles d’ou un taux de résistance tres faible.

En pratique, il existe des contraintes quant a son utilisation : dans certains pays, comme
I’Iran, la gentamicine n’existe que sous la forme injectable (trés récemment en poudre), forme
intéressante pour les éleveurs car 1’administration de ce produit requiert une main-d’ceuvre
spécialisée qui colte cher. De plus, la manipulation des sujets provoque un stress et peut
rendre la situation délicate. Les injections ne sont pas tolérées chez le poulet, spécialement

lors de colibacillose, comme rapporté par Saberfar et al. (2008).
V.1.3.1.6. Les Polypeptides

La sensibilité¢ des souches est testée vis-a-vis de la molécule type de cette famille
d’antibiotiques qui est la colistine, les résultats indiquent une résistance nulle avec un taux de

0% pour les deux lots.
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Nos resultats, sont inférieurs a ceux enregistrés par Hammoudi et Aggad (2008) dans la
région ouest d’Algérie (3%) et de Messai (2013) dans la région Est d’Algérie avec 5.5 %, nos
valeurs sont identiques avec ceux de Blanco et al (1997) en Espagne (0%).

Ce taux nul de résistance peut étre expliqué par I'utilisation modérée de cette molécule en
élevage avicole dans la région étudiée car elle ne franchit pas la barriere intestinale et est donc
inactive per os sur les colibacilles systémiques. Elle est cependant utilisée en association avec
les PBlactamines car cette association procure un effet synergique, et peut aider a la maitrise

des colibacilles pathogénes respiratoires encore en situation intestinale.
V.1.3.1.7. Les Phénicolés

La sensibilité des souches E. coli isolées dans cette étude est testée vis-a-vis de la molécule
la plus ancienne de cette famille, le chloramphénicol. Nous enregistrons un taux de résistance
modéré qui est de 27,27% chez le lot témoin et de 57,96% chez le lot expérimental. Nous
observons que le lot expérimental exprime une plus forte résistance pour cette molécule que le

lot témoin.

Nos résultats sont plus élevés a ceux enregistrés par Kim et al (2007) en Corée (9%), Yang
et al (2004) en Chine (24%) et Zhao et al (2005) aux USA (11%). lls sont inférieurs a ceux de
Zharaei et Farashi (2006) en Iran (67%).

Ce médicament n’est plus sur le marché officiel. Ce taux relativement élevé serait donc le
fait de la persistance d’une résistance acquise antérieurement, d’une résistance *croisée* ou
plus vraisemblablement a une utilisation illégale de cet antibiotique. La méme remarque est

valable pour toute autre molécule interdite, entre autres les nitrofuranes.
V.1.3.1.8. Les Furanes

La sensibilité de nos souches est testée vis-a-vis du nitrofurane, envers lequel un taux de
résistance modéré qui est de 31,81 % a été enregistré chez le lot témoin et 23,07% chez le lot
expérimental. Bien que le lot témoin exprime une plus forte résistance que le lot expérimental,

cette différence reste statistiguement non significative (p=0,608).

Nos résultats sont plus élevés a ceux enregistrés par Messai (2013) dans la région Est
d’Algérie avec 18.9 %, a ceux de Ammar (2009) dans la région Ouest d’Algérie (2%) et a
ceux de Bouzagh (2010) au centre d’Algérie (0%). Ils sont inférieurs a ceux de Blanco et al
(1997) en Espagne (49%).
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Cet antibiotique ayant été retiré de la nomenclature vétérinaire et n’ayant €té a aucun
moment administré lors de cette étude, tout laisse supposer que la résistance observée est le
fruit d’une résistance croisée. Elle aurait dans ce cas un support plasmidique du fait de
I’émergence rapide de souches porteuses de plasmides de multirésistance aminoglycoside et

Nitrofurane, ou, comme indiqué précédemment, en raison d’une utilisation illégale.
V.1.3.2. Les multirésitances

Tableau 26 : Pourcentages de multirésistances des souches E.coli aux antibiotiques

Lot témoin

Lot expérimental
Nombre des

antibiotiques Nombre des Le pourcentage Nombre des Le pourcentage
souches % souches %
0 0 0 0 0
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 1 4,54 0 0
4 1 4,54 4 15,38
5 2 9,09 8 30,76
6 8 36,36 5 19,23
7 5 22,72 5 19,23
8 3 13,63 0 0
9 2 9,09 4 15,38
10 0 0 0 0
11 0 0 0 0
Total 22 100 26 100
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Figure 76: Pourcentages des multirésistances des souches E.coli isolées dans le lot témoin
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Figure 77: Pourcentages des multirésistances des souches E.coli isolées dans le lot
expérimental
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Cependant, les forts pourcentages de multirésistance sont enregistrés vis-a-vis de 6, 7 et 8
antibiotiques avec des pourcentages de 36, 22, et 13% respectivement pour le lot témoin. Et

vis-a-vis de 5, 6 + 7, et 4 + 9 antibiotiques avec des pourcentages de 30, 19 et 15 %
respectivement pour le lot expérimental.
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Ces resultats montrent que les multiresistances sont plus prononcees dans le lot témoin, car
le taux de résistance le plus élevé est de 36 % vis-a-vis de 6 antibiotiques alors que dans le lot
expérimental le taux de plus élevé est de 30% (inférieur & celui du lot témoin) et ceci vis-a-vis

de 5 antibiotiques seulement.

D’autant plus, les taux de multirésistances les plus élevés étaient vis-a-vis de 6, 7 et 8
antibiotiques pour le lot témoin, nous observons que tous ces taux étaient supérieurs a ceux
enregistrés dans le lot expérimental, le taux était méme nul vis-a-vis de 8 antibiotiques pour

ce lot.

Nous observons que pratiquement tous les taux de multirésistances enregistrés dans le lot

témoin sont supérieurs a ceux du lot expérimental.

Cependant, Cette forte multirésistance du lot témoin peut étre due a [’utilisation
anarchique et abusive des antibiotiques dans le secteur avicole, sans recours a

I’antibiogramme.

Lafont et al. (1984), et Chulasiri et Suthienkul (1989) rapportent que les caractéristiques
des souches E. coli aviaires sont souvent identifiées chez d’autres souches E. coli isolées
d’autres animaux. De ce fait, les souches E. coli aviaires peuvent étre une source potentielle
de transmission de génes et plasmides qui codent pour la résistance aux antibiotiques, ainsi

que des facteurs de virulence.

Cette forte multirésistance est inquiétante car elle présente un énorme risque pour 1’élevage
avicole lors de transmissions plasmidiques des résistances d’une bactérie a une autres, d’ou
des échecs aux traitements, et par conséquent diminution de la production a cause de taux de
morbidité et de mortalité élevés.

V.1.3.3. Discussion genérale des antibiorésiatnaces

Nous observons que malgré les différences en antibiorésistances individuelles et les
multirésistances enregistrées entre les deux lots, ces dernieres restent non significatives
statistiquement, ¢’est-a-dire que le bio-activateur utilisé lors de notre essai n’a eu aucun effet

sur la réduction de I’expression des antibiorésistances vis a vis des E. coli aviaires isolées.
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V.1.3.4. Les antibiotypes (Les profils de résistances, phénotypes)

Dans notre étude, 16 Antibiotypes différents sont isolés dans le lot témoin et 15 dans le lot

expérimental, dont les plus importants sont rapportés dans les tableaux suivants :

Tableau 27 : Principaux Antibiotypes d’E. coli isolés dans le lot témoin

Antibiotypes Désignation sgll?cﬁgs Le pourcentage (%)
AMC-AMP-COT-NA-LE-TE-K A 4 18,18
AMC-AMP-COT-NA-LE-TE-K-C B 3 13,63
AMC-AMP-COT-NA-LE-TE C 2 9,09

Tableau 28 : Principaux Antibiotypes d’E. coli isolés dans le lot expérimental

Antibiotypes Désignation sgll?cﬂgs Le pourcentage (%)
AMC-AMP-K-COT-NA-LE-TE D 5 19,23
AMC-AMP-K-COT-C E 5 19,23
AMC-AMP-K-COT-F-C-NA-LE-TE F 4 15,38

Dans le lot témoin, Parmi les 16 profils de multirésistance obtenus dans notre étude, 3
désignés de A a C, attirent I'attention particulierement : le profil A avec 18,18 %, le profil B

avec 13,63 % et le profil C avec un taux de 9,09 %.

Nous mettons en évidence une Co-résistance vis-a-vis de : 1’Amoxicilline/ Ac
clavulanique, Ampicilline,  Trimethoprime/  sulfamethoxazole, Acide nalidixique,
Enrofloxacine et Tétracycline (AUG - AMP - COT - NA - LE - TE). Sachant que plus de la

moitié (54,54%) de nos souches expriment cette Co-résistance.

Alors que dans le lot expérimental, nous avons obtenus 15 profils de multirésistance
différents, 3 sont désignés dans le tableau de D a F : le profil D et E avec 19,23 % et le profil
F avec un taux de 15,38 %.

Nous mettons également en évidence une Co-résistance vis-a-vis de : I’Amoxicilline/ Ac

clavulanique, Ampicilline, Néomycine et le Trimethoprime/ sulfamethoxazole (AUG — AMP
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- K - COT). Sachant que la plus part (69,23%) de nos souches expriment cette méme Co-

résistance.

Nous observons que dans le lot témoin, le profil de Co-résistance le plus fréquent est :
« AUG - AMP - COT - NA - LE — TE » qui est constitué de 6 antibiotiques auxquels la plus
part de nos souches E. coli sont résistantes. Alors que dans le lot expérimental, le profil de
résistance le plus fréquent est « AUG — AMP - K — COT » qui est représenté uniquement par

4 antibiotiques, auxquels la quasi-totalité de nos souches sont résistantes.

En effet, le nombre d’antibiotiques commun auxquels les souches du lot témoin sont
résistantes est supérieur a celui du lot expérimental, ce qui indique que les souches E. coli
isolées dans le lot témoin sont résistantes a un nombre plus élevé d’antibiotiques que celles

isolées dans le lot expérimental.

Cependant, dans le lot ttmoin nous avons enregistrés une forte Co-résistance vis-a-vis
de : I’Amoxicilline/ Ac clavulanique, Ampicilline, Trimethoprime/ sulfamethoxazole, Acide
nalidixique, Enrofloxacine et Tétracycline. Ces résultats refletent I’utilisation abusive et
anarchique de ces produits en raison de leur large disponibilité sur le marché algérien, en
I’absence de législation réglementant leur utilisation a titre thérapeutique et préventif. Ainsi,
plusieurs antibiotiques sont utilisés couramment a titre préventif et curatif, sans recours a

I’antibiogramme pour choisir la molécule la plus efficace contre le germe en cause.

Ces souches peuvent transférer leur large phénotype d’antibiorésistance par transmission
verticale a leur descendance et par transmission horizontale a des especes différentes de
bactéries via 1’échange de matériel génétique, permettant la diffusion de ces profils et
réalisant la transmission épidémique de cette multirésistance. La conséquence de cette
organisation génétique est la Co-sélection : une classe d’antibiotiques a laquelle la bactérie est
résistante pourra sélectionner la résistance a des classes d’antibiotiques non reliées,

engendrant ainsi un large phénotype résistant de la bactérie.
V.1.4. Recherche des souches BLSE

Toutes les souches isolées pendant notre expérimentation (a savoir 56 souches) ont subi un
test pour la recherche des souches BLSE, et ceci dans I’antibiogramme que nous avons

effectué en utilisant une céphalosporine de 3°™ génération (Céfotaxime).
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Onze souches se sont avérées positives a cette céphalosporine (résistante), ¢’est-a-dire que
leurs diamétres de zone d’inhibition ne dépassaient pas les 27mm (un taux de 19,64% de

positivité de souches BLSE).

Afin de confirmer ces résultats, nous avons procédé a des tests de confirmation des BLSE
(voir détails dans le chapitre matériels et méthodes) et qui ont concerné uniquement les 11

souches qui se sont avérées résistantes au céfotaxime de 1’antibiogramme.

Les tests de confirmation en question (test de double synergie et test du double disque) une
révelé une seule souche confirmée BLSE positive et qui est une E. coli isolée a Jos chez le lot

expérimental.
V.2. Dénombrement bactérien
V.2.1. Dénombrement des coliformes et des E. coli

Les résultats relatifs aux dénombrements des colonies des coliformes totaux, fécaux et des
E. coli chez les poulets témoins et experimentaux, évalués a Jss, au niveau des fientes

récoltées de chaque lot, sont reportés dans le tableau 29 et la figure 78.

Tableau 29 : Nombre de coliformes totaux, fécaux et des E. coli mesuré au niveau des fientes
a J45 chez des poulets du lot témoin et expérimental

Lot témoin Lot Augmentation
expérimental
Dénombrement des coliformes 10,6 10,78 1,66 %
totaux (log de 10 UFC/g)
Dénombrement des coliformes 10,63 10,79 1,49 %
fécaux (log de 10 UFC/qg)
Dénombrement des E. coli (log 10,72 10,78 0,56 %
de 10 UFC/g)

UFC : Unité Formant Colonies.
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Figure 78 : Histogramme du nombre des coliformes totaux, fécaux et des E. coli mesuré au
niveau des fientes a Js45 chez des poulets du lot témoin et expérimental

V.2.1.1. Comparaison entre le lot témoin et le lot expérimental

Nos résultats montrent qu’a J45, le nombre des coliformes totaux, fécaux et des E. coli est
Iégérement supérieur chez le lot expérimental par rapport au lot témoin. Cependant, le taux de
cette augmentation reste tres infime a savoir 1,66%, 1,49% et 0,56% pour les CT, CF et les E.

coli respectivement.

Cette 1égere augmentation chez le lot expérimental est due a 1’état immunitaire dans lequel
il se retrouvait suite a la consommation du mauvais aliment (incident alimentaire produit a
J31). Notons que méme les performances zootechniques étaient affectées a cette phase (baisse
de consommation, retard de croissance, augmentation du taux de mortalité ...etc), ce qui

concorde parfaitement avec nos résultats du dénombrement des coliformes.

Nous observons que malgré ’erreur d’élevage alimentaire qui avait touché plus
particulierement le lot expérimental (pour les mémes raisons suscitées), le lot expérimental
n’a pas vraiment manifest¢é une importante augmentation du nombre des coliformes par
rapport au lot témoin, et donc a connu une méme ampleur du déséquilibre intestinal que le lot
témoin, bien qu’il était le plus touché par cet incident et devrait subir un déséquilibre plus

accentué.

Ceci s’explique par I’effet qu’a eu le bio-activateur sur la flore intestinale et ayant limité
les degats a son égard, en améliorant les capacités immunitaires qui étaient en dépression et
ceci suite a I’amélioration des conditions d’ambiance (taux d’ammoniac ...) d’une part.
D’autre part, le produit pulvérisé étant une association d’un asséchant de litiere et d’un

symbiotique (probiotique et prébiotique), a limité la prolifération des agents pathogeénes
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intestinaux en favorisant 1’installation des bactéries probiotiques contenues dans ce produit. I

a ainsi ralentit au mieux I’ampleur qu’allaient prendre les coliformes en extension.
V.2.1.2. Comparaison entre les deux lots et seuil maximal acceptable

Nos résultats montrent que le nombre de I’ensemble des coliformes et des E. coli
intestinaux est nettement supérieur au seuil qu’ils ne doivent pas dépasser. Nous enregistrons

un nombre de :

- 4,05x 10" coliformes/ g chez le lot témoin et 6,13 x 10*® UFC/ g chez le lot
expérimental pour les coliformes totaux.

- 4,29x 10" coliformes/ g chez le lot témoin et 6,26 x 10 UFC/ g chez le lot
expérimental pour les coliformes fécaux.

- 5,28x 10" E. coli/ g chez le lot témoin et 6,11 x 10'° UFC/ g chez le lot expérimental

pour les E. coli.

Nous observons que toutes les valeurs suscitées sont supérieures a celle du seuil maximal
qui est de 10" UFC/ g pour I’ensemble des coliformes, et de 10° & 108 UFC/g pour les E. coli.

En effet, I’incident alimentaire produit a J3; ayant affaiblit considérablement les sujets du
lot expérimental qui se sont retrouvés en immunodépression, a également désequilibreé la flore
digestive de ces derniers. Ceci explique I’extension et la prolifération des coliformes et de E.
coli au niveau intestinal par rupture de 1’équilibre de la flore digestive ce qui a favorisé la

multiplication massive de ces bactéries allant jusqu’au dépassement de son seuil maximal.
V.2.2. Dénombrement de la Flore Aérobie Mésophile Totale « FAMT »

Les résultats relatifs aux dénombrements des colonies de la FAMT chez les poulets
témoins et expérimentaux, évalués a Jys, au niveau de de la viande « bréchet » prélevée de 10

sujets de chaque lot, sont reportés dans le tableau 30 et la figure 79.

Tableau 30 : Flore aérobie mésophile totale quantifiée au niveau de la viande a J45 chez des
poulets du lot témoin et expérimental

Lot témoin Lot Diminution

expérimental
Dénombrement de la FAMT 6,32 414 355%
(log de 10 UFC/qg)

UFC : Unité Formant Colonies.
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Figure 79 : Histogramme de la flore aérobie mésophile totale quantifiée au niveau de la
viande a J4s chez des poulets du lot témoin et expérimental

V.2.2.1. Comparaison entre le lot témoin et le lot expérimental

Nos résultats montrent qu’a Jss, la flore aérobie mésophile totale est inférieure chez le lot
expérimental par rapport au lot témoin (4,14 contre 6,32 log de 10 UFC/ g) avec une
diminution considérable de la FAMT qui est de 35,5%.

Ceci traduit que la viande des sujets du lot expérimental est en meilleur état sanitaire que
celle des sujets du lot témoin. Nous expliquons cela éventuellement par 1’efficacité du bio-
activateur « Enzyveba » qui a dd avoir un effet positif sur la diminution de la FAMT au

niveau de la viande.

Nous signalons que pendant cette phase, ou le lot expérimental exprimait toujours les
conséquences néfastes de 1’incident alimentaire et ou tous les autres parametres étaient en
faveur du lot témoin, la flore aérobie mésophile totale du lot expérimental n’a pas été
concernée par tout ce qu’a pu causer cet incident. Et que méme a cette période ou le lot
expérimental était plus affecté et plus faible que le lot témoin, la qualité sanitaire de sa viande
était améliorée par rapport a celle du lot témoin. Cela peut étre di au bio-activateur que nous
avons utilisé, qui a du limiter I’extension des conséquences liées a cet incident et qui a

empéché un éventuel déséquilibre de la FAMT.

Donc, le seul paramétre qui était en faveur du lot expérimental pendant cette periode est la
qualité sanitaire et hygiénique de la viande, et qui seule n’a pas été affectée par 1’erreur

d’élevage que nous avons eu.
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V.2.2.2. Comparaison entre les deux lots et le seuil maximal acceptable

Nos résultats montrent que le dénombrement de la FAMT dans les deux los est inférieur au
seuil maximal qu’il ne devrait pas dépasser. Nous avons enregistré un nombre de 1,39x 10*
colonies/ g chez le lot expérimental contre 2,12x 10° colonies/ g chez le lot témoin. Ces deux

valeurs sont inférieures & 10’ colonies/ g qui représente le seuil maximal acceptable pour la
FAMT (en se référant a la norme NF VV08-060 de I’AFNOR).

Ceci nous indique que les deux lots avaient une viande d’une bonne qualité sanitaire et
hygiénique.

138



Conclusion,
recommandations et

perspectives




Conclusion, recommandations et perspectives

otre essai a permis de préciser, dans nos conditions locales, ’impact de la
pulvérisation sur la litiere d’un bio-activateur « Enzyveba » qui est une association
d’un asséchant de litiére et d’un symbiotique (probiotique et prébiotique) sur les
performances zootechniques et de production des poulets, sur les paramétres d’ambiance du
batiment, le développement des Eschérichia coli et des salmonelles au niveau du foie, la
détermination de la sensibilité des souches E. coli vis-a-vis de 11 molécules d’antibiotiques et
la recherche des souches BLSE, son impact également sur la charge de la flore bactérienne
digestive en coliformes totaux, fécaux et en Eschérichia coli, et enfin sur la qualité sanitaire et

hygiénique de la viande en dénombrant la flore aérobie mésophile totale.

Dans nos conditions expérimentales, la pulvérisation du bio-activateur n’a pas augmenté
significativement la croissance des poulets, ni le gain de poids, ni I’ingéré alimentaire, ni les
indices de consommation et de conversion et n’a pas eu d’effet significatif sur la réduction du
taux de mortalité durant la phase de démarrage et de croissance. En revanche, nous avons
enregistré une augmentation significative dans 1’amélioration de la moyenne du poids vif et
ceci a Jgs, et a permis de réduire significativement le taux de mortalité durant la période de

finition ainsi que pour le cumulé des mortalités.

Par ailleurs de nettes améliorations ont été enregistrées a 1’égard des parametres

d’ambiance (réduction du taux d’ammoniac dans le batiment, asséchement de la litiére ...).

Quant aux antibiorésistances des souches Eschérichia coli isolées lors de notre étude,
aucune différence significative n’a été enregistrée entre les deux lots, ¢’est-a-dire que le bio-
activateur utilisé lors de notre essai n’a eu aucun effet sur la réduction de I’expression des
résistances des souches E. coli aviaires que nous avons isolées concernant les résistances
individuelles. En revanche, le bio-activateur utilisé a eu un effet positif sur la réduction des
multi-résistances a 1’égard du lot expérimental ainsi qu’a I’égard de la co-résistance qui était
moins prononcée chez le lot expérimental. Les taux restent tres élevés vis-a-vis de la majorité
des antibiotiques testés; I’utilisation anarchique et abusive des antibiotiques par les
aviculteurs, sans avis vétérinaire, qui est a I’origine de cette antibiorésistance marquée est une
pratique qui devient de plus en plus courante, et sans respect des régles les plus élémentaires

de I’antibiothérapie a savoir la précocité du traitement, la durée et la dose administrée.
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La flore intestinale en coliformes et en E. coli dénombrés au niveau des fientes n’a pas été
ameliorée dans le lot expérimental. Par contre, nous enregistrons une nette réduction de la
flore aérobie mésophile totale dénombrée au niveau de la viande qui étaient de ce fait de
meilleure qualité sanitaire et hygiénique dans le lot expérimental, nous supposons que c’est du
a D’effet de ce bio-activateur qui a réduit cette derniére en améliorant les conditions
d’ambiance et en stimulant le systéme immunitaire systémique par I’effet des bactéries

probiotiques.

Cette étude semble trés intéressante sur le terrain algérien car les conditions d’élevage
étaient tres bonnes durant toutes les phases, le bio-activateur ayant amélioré les parametres
d’ambiance et certains paramétres zootechniques et de production chez les poulets
expérimentaux. Notons tout de méme ’incident alimentaire qui avait eu lieu a J3; et qui avait
affecté en particulier le lot expérimental qui a connu une réduction et une dégradation totale et
considérable de tous ses parametres a cette période, le bio-activateur a permis a ce dernier une
récupération rapide et une amélioration significative de tous les dégats qu’a pu engendrés

cette erreur d’élevage.

En vue de réduire ces taux forts en antibiorésitance qui sont dus a I’utilisation abusive et
anarchique des antibiotiques, et qui sont liés a la base aux conditions dans lesquelles sont
élevés les poulets, afin de rentabiliser I'élevage aviaire et de réduire les pertes économiques,

les recommandations suivantes peuvent étre émises :

> Agir en amont, en améliorant les conditions d’élevage et d’ambiance dans les
batiments avicoles.

> Assurer le bien-étre des poulets en leur procurant des conditions optimales et non pas
en leur administrant anarchiquement des antibiotiques.

> Respect total des normes d’ambiance et d’hygiéne (température, hygrométrie, aération
pour éviter I'accumulation des gaz, ammoniac en particulier) et d’hygiene qui est une
nécessité absolue, tant pour des objectifs zootechniques que pour limiter la pression
microbienne.

» Organiser I’utilisation des antibiotiques chez les animaux en rendant leur prescription
obligatoire par le vétérinaire.

» Sensibiliser les éleveurs sur 1'utilisation des antibiotiques sans avis vétérinaire.
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> Entreprendre un traitement intuitif en parall¢le de 1’antibiogramme afin de limiter les
pertes économiques si elles sont redoutées, a condition de respecter un protocole
diagnostique rigoureux.

» Réaliser I’antibiogramme afin de prescrire la molécule de choix.

Comme perspective a notre travail, nous proposons que d’autres études ultérieures soient
effectuées dans ce sens en utilisant des bio-activateurs mais avec un échantillonnage plus
ample, en se focalisant sur I’amélioration des paramétres d’ambiance comme 1’asséchement
de la litiére, d’approfondir les connaissances la-dessus et d’étudier leurs impacts sur les
performances zootechniques, 1’évolution de la flore intestinale sur toutes les périodes
d’élevage et de pousser 1’¢tude concernant leurs effets sur les mécanismes et I’expression des
génes d’antibiorésistances qui représentent un énorme risque pour les élevages avicoles et

pour la santé publique.
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Annexe I:
Composition des milieux de culture :
1. Milieu de pré-enrichissement

Eau peptonée tamponnée (EPT) :

e Peptone exempte d'indole 10,0 ¢
e Chlorure de sodium 5049
e pH=72

2. Milieux d’enrichissement

Bouillon nutritif

o Extrait de levure 5¢
e Triptone 5¢
e Glucose 509
e Dihydrogénophosphate de potassium 0,559
e Chlorure de potassium 0,425¢g
e Chlorure de calcium 0,125¢
o Slifate de magnésium 0,125¢
e Chlorure férrique 0,0025¢
e Sulfate de manganése 0,0025¢g
e Vert de bromocrésol 0,022 g
e pH=55

e FEau 1000ml

Gélose Hektoen

e Protéose-peptone 129
e Extrait de levure : facteur de croissance 39
e Lactose 129
e Saccharose 129
e Salicine 29
e C(itrate de de fer Il et d’ammonium révélateur de d’Hys 1,5¢
e Sels biliaires 99
e Fuschine acide 0,1g
e Bleu de bromothymol 0,065¢g
e Chlorure de sodium 59
e Thiosulfate de sodium 5¢
e Agar 14g

e pH=76


https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
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e Fau 1000ml

3. Milieux pour le dénombrement

Gelose VRBL (pour les coliformes) :

e Digestat enzymatique de tissus d’animaux 7,0g
e Extrait de levure 309¢g
e Sels biliaires 1,50
e Lactose 10,09
e Chlorure de sodium 5,09
e Rouge neutre 0,039
e Cristal violet 0,002g
e Agar agar bactériologique 12 a18g
o FEau 1000 ml

Geélose TBX (pour les E. coli) :

e Tryptone 209
e Sels biliaires 1,50
e Agar 159

e 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-béta-D-glucuronide 0,075¢
° pH: 7,2

e FEau 1000ml



Annexe Il :

Caractéres biochimiques, différentiels des principales especes du

genre Escherichia

Annexes

E. coli | E. hermannii | E. vulneris | E. fergusonii | E. albertii | E. blattae
Pigment jaune - + d - - -
Mobilité (36°C) + + + + - -
ONPG + + + d+ +
Indole + + - + - -
LDC + - + + + +
oDC d+ + - + + +
ADH d - d - - -
Citrate de Simmons - - - - d
Croissance en KCN - + - - - -
Hydrolyse de I’esculine d D d d d** -
Utilisation du :
malonate - - + d - d*
acétate + d+ d + + -
Fermentation du :
adonitol - - - + - -
D-arabitol - - - + - -
cellobiose - + + + - -
dulcitol d+ d - d+ - -
glycerol d+ - d d +x* +
lactose + d- - - - -
maltose + + + + d +
D-mannitol + + + + + -
mélibiose d+ - + - - -
raffinose d d + - - -
L-rhamnose d+ + + + - +
saccharose d d - - - -
salicine d d d d+ - -
D-sorbitol + - - - - -
tréhalose + + + + d d+
D-xylose + + + + - +

+: au moins 85 % des souches donnent un résultat positif.
- - au moins 85 % des souches donnent un résultat négatif

d : résultat positif pour 16 a 50 % des souches.
d+ : résultat positif pour 51 & 84 % des souches.
d- : résultat négatif pour 51 & 84 % des souches.
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Annexe 11 :

Réactifs additionnées pour la lecture de la galerie API 20 E aprés incubation
(Photo personnelle)

Annexe IV :
Tableau de lecture APl 20 E
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@ Une trés leégere couleur jaune est également positive.
TESTS COMPOSANTS QTE REACTIONS/ RESULTATS
ACTIFS (mg/cup.) ENZYMES NEGATIF POSITIF
. ) B-galactosidase
ONpG | 2nitrophényl-D- | 555 | (Ortho NitroPhenil-BD- Incolore Jaune (1)
galactopyranoside .
Galactopyranosidase)
ADH L-arginine 1.9 Arginine dihydrolase Jaune Rougt(agrange
LDC L-lysine 1.9 Lysine décarboxylase Jaune Rougt(agrange
oDC L-ornithine 1.9 Ornithine décarboxylase Jaune Rougt(agrange
CIT Trisodium citrate 0.756 Utilisation du citrate Jaune Bleu-\gt/Bleu
H,S Sodium thiosulfate 0.075 Production d’H2S Vert pale/jaune Depc:}sr;cr)ér/ fin
URE Urée 0.76 Uréase Incolore/grisatre Rougiéc))range
TDA/ immédiat
TDA Tryptophane 0.38 Tryptophane désaminase aune Marron-
) rougeatre
James/ immédiat
IND Tryptophane 0.19 Production d’indole Incolore Rose
vert pale/ jaune
Production d’acétoine VP1+VP2/10 min
VP Sodium pyruvate 1.9 (Voges Proskauer) Incolpoérlzlrose Rose / rouge (5)
GEL .G.elatlne_ 0.6 Gelatinase (gélatine) Non diffusion D_|ffusmn d_u
(origine bovine) pigment noir
Fermentation/oxydation
GLU D-glucose 19 (Glucose) (4) Bleu/bleu-vert Jaune
. Fermentation/oxydation
MAN D- mannitol 19 (Mannitol) (4) Bleu/bleu-vert Jaune
. Fermentation/oxydation
INO Inositol 19 (Inositol) (4) Bleu/bleu-vert Jaune
. Fermentation/oxydation
SOR D-sorbitol 1.9 (Sorbitol) (4) Bleu/bleu-vert Jaune
RHA L-rhamnose 1.9 Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
(Rhamnose) (4)
Fermentation/oxydation
SAC D-saccharose 1.9 (Saccharose) (4) Bleu/bleu-vert Jaune
MEL D-melibiose 1.9 Fermenta_tlc_)n/oxydatlon Bleu/bleu-vert Jaune
(Melibiose) (4)
. Fermentation/oxydation
AMY Amygdaline 0.57 (Amygdaline) (4) Bleu/bleu-vert Jaune
: Fermentation/oxydation
ARA L-arabinose 19 (Arabinose) (4) Bleu/bleu-vert Jaune
L Ox/ 5-10 mn
OoX Sur papier filtre Cytochrome-oxydase incolore | Anneau violet
(2)  Une couleur orange apparaissant apres 36-48h d’incubation doit étre considérée négative.
3 Lecture dans la cupule (zone aérobie).
4) La fermentation commence dans la partie inférieure des tubes, I’oxydation commence dans la

cupule.
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(5) Une légere coloration rose apparaissant aprés 10 minutes doit étre lue négative.

Annexe V:

Suite table de lecture 21 : Valeurs critiques des diamétres des zones d'inhibition et des CMI pour Entérobactéries (En médecine vétérinaire)

; Diamétres critiques (mm) CMI critiques (pg/mi)
Antibiotiques stés C"‘j"isrg“ﬁ‘j” Commentaires
A R I 5 R I s
_— . o1 . . - La rdponse pour ke sulfis;azole est valable pour les
Sulfisoxazole 300 pg =12 13-18 =17 =512 - =256 sulfonamides
Triméthoprime+ 1,25/23 7508 | <10 11415 218 4/TE . <2098 La valeur s2/38 peut &tre utilisée pour les isolats des infections du

Sulfaméthaxazole tractus urinaira.

Le test de sensibilité A la tétracycline est valable pour tester la
sensibilitd aux chioritracyclines,

doxycyclines et oxytétracyclines Les organismes sensibles ala
Tétracyclines 30 pg =14 15-18 219 =16 i | =4 Wtracycline sont aussi considérés comme sensibles ala
doxycycline mais certains organismes classés comme
inlermédiaires ou résistants Ala tétracycline peuvent étre

sensibles 4 la_doxcyeyeling ou 4 la minocycling ou aux deu.

Acide nalidixque/ 30 pg =13 14-18 219 =30 - =16 La réponse pour l'acide nalidixique est valable pour la luméquine
fluméquine

Enrofioxacine 5 g =6 | 1720 =21 =2 0,51 20,25

Aviaire (podel el 5 g =6 | 1722 =73 =2 0,51 =0,25

dinde)

Espéce fline et 5 ug =16 1722 =23 =4 12 =05

canine

Marbofleacine Spg =14 1519 z20 =4 2 =1

(mémea valeurs pour
lespéce féline et

caning)

Colistine 10 pg =10 - =11 - - -

Nitrofurantoine™ 300 pg =14 1516 =17 =128 [ =32
Chloramphénical* 30 pg =12 1317 =18 32z 16 =8

Performance Standards for Antimicrobial Diek and Dilution Susceptibility Tests for Battenia |solsted from Animals; Approved standard —Third Edifion M31-A2 Vol 28 N'8 Replaces M3 1-A2 Vol 22
M*&.February 2008,

Performance Standards for Antimicrobial Diek and Dilution Susceptibility Tests for Bacenia |solsted from Animals;Approved Standard-Second Edition, NCCLS document M3 1-A2 Vol 22

N°06 May 2002.

*Antibiot que testé ssulement pour la recherche des f-lactamases

** Antibiotique tes# uniquement dans le cadre de lNépidémiosuneillance

Table de lecture 22 : Valeurs critiques des diamétres des zones d'inhibition et des CMI pour P. aeruginosa (En médedine vétérinaire) :

ibioti Diamétres critiques (mm)| CMI critiques (pg/mli
Antibiotiques Charge du iques (mm) iques (pgiml) Commentaires
testas disque R | s R | s
Amaoicilline+ Ledisque d'AMC doit &tre appliqué prés du disque de TIO |, une imaga
Acide 20010 pg <13 1417 =18 | 232016 16/8 sB/4 | de synemie indique la présence d'une BLSEApres confimation | la
clavulanique® souche BLSE+doit &tre rendus
- résistantes & toutes les R-lactamases (sans tenir comple des valeurs
Céfofur 30 pg =17 18-20 221 =8 - =4 critiques )
Gentamicing™ 10 pg =12 1314 =15 =16 a =4
Cas valeurs sonl inspirdes de la phamnacocindtique (utiisant des
PP <1 . - doses dliniques acceptables) et des donndes phamacodynamigques,
Espbon bquine 101g =12 1315 &6 % 4 =2 pour les chevaux, la dose de la gentamicine modifidée est:
6.6mg ka /24h en IM.
Ces valeurs sonl inspirées de la phamacocinglique (utiisant des
. _— 1 . i doses dliniques acceptables) et des données phamacodynamiques,
Espbes carine 101g =12 1315 zi6 % 4 =2 pour les chiens, la dose de la gentamicine modifidée est:
10mg fkg /240 en IM.
Tobramycine 10 pg =12 1314 z15 z16 8 =4
Enrafloxacing Sug =186 17-22 223 =2 - =025
Aviaire (poulel et - . s - oy
dinde) 5pg =16 17-22 223 =2 0,51 =0,25
Espéce canine - ” 51 ’ -
(chien) 5pg =18 17-22 =23 =4 1-2 =05
Espéce 1&ine . e e . .
(ehat) 5pg =16 17-22 =23 =4 1-2 =05
Calistine 10 pg =14 1517 =18 =8 4 =2

= Antibi oique testé seulement pouwr la rechenche des B-lactamases

** Antibiotique t=st& uniquement dans ke cadre de N'épidémiosuneillance

Perormance Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Su sceptbility Tests for B actenia lsolated from Animals; Informational Supplement, NCCLS  document M31-51 Vaol24 N*1T. 2004,
Perormance Standards for Antimicrobial Digk and Dilution Susceptibility Tests for B acteria lsolated from Animats A pproved Standsrd-Second Edition, NOCLS document M31-A2 Vol 22 N° 06 May
2002,

Performance Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Tests for B acteria lsolated from Animals; Approved standard —Thind Edifion M31-A3 Vol 28 N° 8 Replaces M31-A2 Vol 22
N*&. February 2008,
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Annexe VI :

Détails du traitement statistique pour le poids vif :

Détails du test de Fischer pour les moyennes du poids a Js, Jgs et Jg3

\ 2
Espérance 5,000
Variance (V) 7,500
p-value

(unilatérale) 0,181
alpha 0,05

Rapport 1,203
Rapport 1,086 | | Rapport 1,798
F (Valeur F (Valeur
observée) 1,086 | | F(Valeur observée) 1,203
F (Valeur observée) 1,798
critique) 2,979 | |F (Valeur F (Valeur critique) | 2,979
critique) 2,979
DDL1 14
DDL1 14 DDL1 14
DDL2 14
DDL2 14 DDL2 14
F"Ya“{e p-value p-value (bilatérale) | 0,734
(bilatérale) 0,879 | | (bilatérale) 0,284
alpha 0,05
alpha 0,05 | | alpha 0,05
Détails du test de Student pour les moyennes du poids a Jos, Jss et Jes
Différence -0,088 | Différence 0,860
Différence -0,052
t (Valeur t (Valeur
t (Valeur observée) -0,565 | observée) 2,119
observée) -0,866
[t] (Valeur [t] (Valeur
[t] (Valeur critique) 2,048 | critique) 2,048
critique) 2,048
DDL 28 | DDL 28
DDL 28
p-value -
p-value (bilatérale) 0,576 | [ilSterae)
(bilatérale) 0,394
alpha 0,05 | alpha 0,05
alpha 0,05
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Détails du traitement statistique pour I’indice de consommation :

\Y 5
Espérance 3,000
Variance (V) 3,500
p-value

(bilatérale) 0,423
alpha 0,05

Détails du traitement statistique pour I’indice de conversion :

v 5
Espérance 3,000
Variance (V) 3,500
p-value

(bilatérale) 0,423
alpha 0,05

Détails du traitement statistique pour le gain de poids :

v 2
Espérance 5,000
Variance (V) 7,500
p-value

(bilatérale) 0,361
alpha 0,05

Détails du traitement statistique pour 1’ingéré alimentaire :

\Y 9
Espérance 5,000
Variance (V) 7,500
p-value

(bilatérale) 0,201
alpha 0,05




Amoxicilline/Ac | Ampicilline | Gentamicine | Néomycine Trimé::;::rime/ C::::;itr;e Nitrofurane | Chloramphénicol N:Iciiddiiic Enrofloxacine | Tétracycline
N® AMC AMP GEN K cot cL F c NA LE TE TAXON
<13 - 218 <13 - 217 | <12 - 215 <13 - 218 <10 - 216 <10 - 211 <14-217 <12 - 218 <13 - 219 | <16 - 223 <14 - 219
T1 (BN) R S S I S S | S I R R E.coli 1
T2 (BN) S S S S S S 1 S S R R E.coli 1
T3 (BN) R R S R R S S S R R R E.coli 1
T4 (BN) S S S I R S | S R R R E.coli 1
T5 (BN) R R s R R s R R R R R E.coli 1
T6 (BN) R R S R R S S S R R R E.coli 1
T8 (BN) R R R | R S | S R R R E.coli 1
T10 (BN) R R S S R S S | R R R E.coli 1
E2 (BN) R R S R R S R R R R R E.coli 1
E6 (BN) R R S | R S S S R R R E.coli 1
E7 (BN) R R S S R S S S R R R E.coli 1
E10 (BN) R R S R R S R R R R R E.coli 1
T1 (SFB) | R S S R S S S R R R E.coli 1
T2 (SFB) | R S R R S S S R R R E.coli 1
T3 (SFB) I R S R R S S R R | R E.coli 1
T4 (SFB) | R s s R s s S R R R E.coli1
T6 (SFB) | | § | | § § | | | | E.fergusonii
T7 (SFB) | R S R R S S S R R R E.coli 1
E2 (SFB) | R S R R s R R R R R E.coli1
E2 (SFB) | | i | | i i i | | |
S.marcescens |
E3 (SFB) | R s R R s s S R R R E.coli1
E6 (SFB) I R S R R S S S R R R E.coli 1
E7 (SFB) | | | | | i i i | | | . odorifera
E8 (SFB) | R S R R S S S R R R E.coli 1
E9 (SFB) | R S R R S S S R R R E.coli 1
F 1 i I i i I I I i i  Kunerasn
2°™ Expérimantation
T1 (SFB) R s s R s s s R s I E.coli 1
T1(sFB) | § § | § § | | § | S.marcescens |




T8 S S S R | S S S S R R E.coli1
N° Amoxicilline/Ac | Ampicilline | Gentamicine | Néomycine Trimést:Ic;:rime/ Csc:::::i:;e Nitrofurane | Chloramphénicol N:I‘;iddi;e(ic Enrofloxacine | Tétracycline TAXON
AUG AMP CN N SXT (&) F C NA ENR TE
<13 - 218 <13 - 217 | <12 - 215 <13 - 218 <10 - 216 <10 - 211 <14-217 <12 - 218 <13 - 219 | <16 - 223 <14-219
T8 (SFB) | R S R R S S S | S S E.coli
(;:g) R R s R R s s R ' S 3 E.coli
E1 (SFB) | R S R R S S R | S S E.coli
E2 (SFB) i | i | | i i | | i | P. mirabilis
E4 (SFB) | R S R R S | R R | R E.coli
E5 (SFB) I R s R R s s S R S R E.coli
E6 (SFB) R R s R R s s R I s s E.coli
E7 (SFB) | R S R R S S R | S S E.coli
E9 (SFB) R R s R R s s R I S s E.coli
(E:(B)) R R S R R S S R | S R E.coli
(E:g) R R s R I s s R I s s £ coli
T1 (BN) R R S R S S S S R R R E.coli
T2 (BN) R R S R R S S R R R R E.coli
T3 (BN) | R s R R s s R R R R E.coli
T5(BN) | S S R R S S S R R R E.coli
T6 (BN) I s s R R s R S S R s E.coli
T7 (BN) | S S R R S R S R S R E.coli
E1 (BN) R R S R S S S R R S R E.coli
E2(BN) R R s s S s s R R S R E.coli
E3(BN) S R S S S S S R R S R E.coli
E4(BN) s R s s S s s s R R R E.coli
E5(BN) R R S | S S S S | R R E.coli
E6(BN) 1 S S S R S S S 1 S R E.coli
E7(BN) s S s R R s I I I s s E.coli
E9(BN) R R S S S S | | R S R E.coli
E10(BN) R R S R S S S S S R E.coli
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